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1 Resumo

Individuos imunocomprometidos possuem maior risco de desenvolver
linfomas associados ao EBV. A deteccdo desse virus em sangue periférico e a
determinacdo de sua carga viral podem ter importancia na evolugdo clinica de
individuos portadores do HIV. Foram avaliadas 156 amostras de pacientes HIV-
positivos pela reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR) para detecgéo
e quantificagdo da carga viral do EBV. 123/156 (78,8%) casos apresentaram carga
viral detectavel para o EBV, sendo que a carga viral média foi de 6,9x10° copias de
EBV/célula. Foi detectada elevada carga viral do EBV em individuos com falha
terapéutica ou sem HAART (p =0,0076), em coinfectados pelos EBVs 1 e 2
(p=0,0205), em pacientes com altas cargas de HIV (rho=0,27614, p=0,0005) e
longos periodos de infeccdo pelo HIV (rho= 0,24164, p =0,0026) e os que
apresentavam altos niveis de linfocitos T CDg" (rho=0,19286, p =0,0159). A
amplificacdo do gene EBNA-2 para realizacdo da tipagem viral foi possivel em
95/123 (77,2%) amostras, das quais 72 (75,8%) revelaram infecgdo pelo EBV-1, 9
(9,5%) pelo EBV-2 e 14 (14,7%) apresentavam coinfec¢édo entre os EBVs 1 e 2.
Esses dados estdo de acordo com a literatura visto que o tipo 1 é predominante em
paises ocidentais e 70,0% da coorte era composta por individuos caucasianos e
heterossexuais. A maioria dos pacientes que apresentaram coinfecgéo pelos EBVs 1
e 2 tiveram contagem de linfocitos T CD4" entre 200 e 499 células/uL de sangue
segundo classificagdo CDC (p =0,0272). Quanto a analise do gene BNLF-1, a
amplificagéo foi possivel em 99/123 (80,5%). Desses 50/99 (50,5%) apresentavam a
delecao de 30pb no gene, enquanto 49/99 (49,5%) n&o a possuiam. Em conjunto, os
resultados obtidos evidenciam deterioragdo do sistema imunitario, caracterizada pela
diminuicdo da capacidade do sistema imunolégico em conter a disseminacdo do
EBV, levando ao aumento na carga viral, resultado da reativagcdo do EBV e do

aumento no nimero de células latentemente infectadas.
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2 Introdugao

2.1 Sindrome de imunodeficiéncia adquirida e o virus da imunodeficiéncia

humana

Descrita no inicio da década de 1980, a sindrome de imunodeficiéncia
adquirida (Acquired Immune Deficiency Syndrome - Aids) é caracterizada por
redugéo progressiva de linfocitos T CD4* e aumento significativo da susceptibilidade
a doencas infecciosas, algumas raramente encontradas em humanos?®. Em 1981,
cinco casos de uma pneumonia rara em individuos imunocompetentes, ocasionada
pelo Pneumocystis jiroveci, foram relatados pelos Centros de Controle de Doencgas
(Centers for Disease Control — CDC) dos Estados Unidos'". Entre 1983 e 1984, dois
grupos independentes, liderados pelos pesquisadores Robert Gallo e Luc
Montaigner, isolaram e identificaram o retrovirus causador da aids, que foi
denominado virus da imunodeficiéncia humana (Human Immunodeficiency Virus -
HIV)*. O mais antigo caso de infecgdo pelo HIV foi documentado a partir de uma
amostra de soro coletada em 1959, proveniente de Kinshasa, na Republica
Democratica do Congo®.

Segundo dados do Programa de Cooperacao das Nagdes Unidas sobre
HIV/AIDS (The Joint United Nations Programme on HIV/AIDS - UNAIDS), o numero
de individuos portadores do HIV aumentou significativamente desde a descoberta do
virus. Até dezembro de 2007, 33,2 milhdes de pessoas eram portadoras do HIV-1
em todo o mundo; destas, 2,5 milhdes eram recém-infectadas®’. Cerca de 2,1
milhdes de pessoas morreram em consequéncia direta ou indireta da aids em
2007%". Embora aproximadamente 710 mil pessoas (adultos maiores de 15 anos)
sejam portadoras do HIV no Brasil®’, a prevaléncia de infeccdo entre adultos no pais
tem se mantido estavel nos ultimos anos (aproximadamente 0,6% da populagéo), o
que reflete o resultado de politicas de prevengao, diagnéstico e tratamento da
doenca, implantadas pelo governo federal a partir de 1996°8,

A histéria natural de infecgéo pelo HIV pode ser dividida em trés estagios:
1) Primaria ou aguda, 2) Crdnica ou assintomatica e 3) Doenca avangada ou Aids,
Usualmente durante a infeccdo primaria sintomas néo-especificos de infecgéo viral
aparecem em 50-70% dos individuos apos 2 semanas de infec¢do pelo HIV (com
pico virémico de 10°-10” copias/mL de plasma) e desaparecem em 4 semanas na

maioria dos pacientes. Por outro lado, a infeccdo cronica é caracterizada por um
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longo periodo assintomatico, embora haja aumento na carga viral do HIV (producao
de 10" particulas virais/dia) e diminuigdo gradativa dos niveis de linfocitos T CD4"
(30 a 60 células/mm®ano). Durante a Aids ocorre decréscimo acentuado na
contagem de linfécito T CD4* (<200 células/mm?®) e elevagao na carga viral do HIV. A
presenca de infeccbes oportunistas e o surgimento de doengas neurolégicas e/ou
neoplasias malignas s&o outros indicadores de aids®’’. Usualmente, a progressao
para a aids ocorre entre 7 a 10 anos pos-infeccao pelo HIV.

Para controle da infecgéo retroviral, na década de 1990 foi introduzida a
terapia antirretroviral combinada de alta poténcia (Highly active antiretroviral therapy
- HAART), em substituicdo & monoterapia com a azidotimidina (AZT)*®*“¢. A HAART
€ composta por multiplas drogas com efeito na biologia do HIV, incluindo inibidores
da protease retroviral e da transcriptase reversa. Pacientes portadores do HIV
tratados com HAART apresentam diminuicdo na morbidade e mortalidade, em parte
atribuidos as melhorias na resposta imunitaria*®>.

O HIV é um retrovirus da subfamilia Lentivirinae e dois tipos principais
séo descritos até o momento: o HIV-1, principal responsavel pelas infec¢cdes que
culminam na aids, e o HIV-2, que causa doenc¢a mais branda®®. O genoma do HIV-1
€ composto por duas fitas de RNA com 9.749 nucleotideos, nas quais s&o
encontrados os genes retrovirais basicos gag, pol, env. Gag codifica proteinas
estruturais e proteinas da matriz; env codifica glicoproteinas que se inserem no
envelope retroviral e interagem com receptores na superficie da célula-alvo, e pol
codifica a transcriptase reversa, a integrase e a protease, enzimas fundamentais
para a replicacdo do HIV®. Proteinas regulatérias também sao codificadas no
genoma do HIV-1, como o regulador de expressdo de virion (Regulator of
Expression of the Virion — rev), o transativador de transcricdo (Transactivator of
Transcription - tat) e quatro proteinas acessorias: o fator negativo (Negative Factor —
nef), a proteina viral R (Viral Protein R - vpr), a proteina viral U (Viral Protein U - vpu)
e o fator de infectividade viral (Virus Infectivity Factor — vif)'°.

Os principais alvos do HIV sao subpopula¢des de linfocitos T e células de
linhagem macrofagica. Essas células possuem atividades fundamentais para o
adequado funcionamento do sistema imunitario. O HIV infecta principalmente
linfocitos T CD4" devido a alta afinidade de uma glicoproteina do envelope viral, a
gp120, pela molécula CD4 expressa na superficie dessas células, utilizando-a como

receptor primario’®%. Todavia, a ligagdo gp120-CD4 n&o é suficiente para promover
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a entrada do retrovirus na célula, sendo necessarios co-receptores, como os CXCR4
e CCR5 que s3o moléculas da classe dos receptores para quimiocinas®*’®. Apos a
ligacdo das glicoproteinas do envelope retroviral com receptores e co-receptores da
superficie celular, ha a fusdo da membrana celular com o envelope viral e a
introducdo do nucleocapsideo do HIV no citoplasma da célula. Pela acdo da
transcriptase reversa, o RNA retroviral liberado € convertido em DNA pro-viral, que é
transportado para o ntcleo e se integra no DNA gendmico celular®’. A transcrigao
ocorre apos a integragdo, que possibilita a sintese das proteinas retrovirais,
maturagdo, modificacdo e montagem dos virions. A liberagdo de novas particulas
retrovirais por linfocitos ocorre, principalmente, através dos lipideos da membrana
celular®’.

A afinidade do HIV por linfécitos T CD4* e os efeitos citopaticos que a
infeccao retroviral exerce contribuem para a progressiva deterioragcdo do sistema
imunitario do hospedeiro, tornando-o mais suscetivel as infecgbes por outros micro-
organismos?. Por outro lado, o prejuizo da vigilancia imunologica no portador do
HIV eleva significativamente o risco de desenvolvimento de determinadas neoplasias
malignas, notadamente linfomas em cuja patogenia podem participar virus

oncogénicos, como o virus de Epstein-Barr (Epstein-Barr Virus - EBV)*2%%,

2.2 Virus de Epstein-Barr - EBV

O EBV, também denominado herpesvirus humano tipo 4 (Human
Herpesvirus 4 - HHV-4), foi originalmente identificado pelo grupo de Anthony Epstein
em cultura de células cultivadas a partir de uma bidpsia de linfoma de Burkitt (Burkitt
Lymphoma — BL)*. Posteriormente o virus foi classificado como membro da familia
Herpesviridae, subfamilia Gammaherpesvirinae. O genoma viral é constituido por
DNA dupla fita com aproximadamente 180Kpb, mantido na forma epissomal nas
células infectadas. O EBV infecta preferencialmente linfécitos B e sua entrada
nestas células depende da ligacao da glicoproteina de superficie viral gp350/220 a
molécula CD21 expressa na membrana de linfécitos B, além da ligagdo da gp42 a
molécula de classe Il do MHC?'.

Dois tipos principais de EBV sao descritos: EBV-1 (ou EBV-A) e EBV-2
(EBV-B). O EBV-1 predomina em paises ocidentais, enquanto ambos, EBV-1 e EBV-
2, podem ser encontrados em paises da Africa Equatorial e Nova Guiné®. As
principais variagdes nos genomas virais sdo encontradas nas regides que codificam

os denominados antigenos nucleares do EBV (EBV Nuclear Antigen — EBNA).
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Assim, grande parte dos estudos de genotipagem viral analisa as regides dos
EBNASSS'44'49'7O.

Fatores geograficos e étnicos podem influenciar a distribuicdo dos
gendtipos 1 e 2 do EBV em populagdes humanas, modificando a frequéncia de
deteccdo desses gendtipos virais nas doengas associadas ao EBV®. Em estudo
com 16 casos de linfoma de Hodgkin (Hodgkin Lymphoma — HL), Lin e
colaboradores (1993) relataram presenga do subtipo 1 do EBV em 9/16 (56%) casos
da doencga e infecgdo concomitante pelos subtipos 1 e 2 em 5/16 (31%) casos. O
predominio do EBV-1 (18/21, 85,7%) também foi relatado em casos de BL pediatrico
do Brasil*. Por outro lado, van Baarle e colaboradores (2000) relataram
predominancia do gendtipo 2 do EBV entre homens homossexuais infectados pelo
HIV-1, quando comparados com individuos homossexuais sem a infec¢ao por esse
retrovirus. Houve também maior freqliéncia do subtipo 2 entre homens
homossexuais quando comparados a heterossexuais, ambos n&o-portadores do
HIVE, Em conjunto, esses dados sugerem possiveis diferengas no contagio pelos
subtipos 1 e 2 do EBV. Saliente-se que individuos imunocompetentes usualmente
apresentam infecgdo por apenas um gendtipo viral, enquanto ambos os gendtipos
podem coexistir em pacientes imunocomprometidos®®.

O EBV é transmitido pela saliva e infecta mais de 90% da populagéo
adulta em todo o mundo®. Quando ocorre durante a infancia, a infecgéo primaria
tende a ser assintomética4°, entretanto, em adolescentes ou adultos jovens pode se

expressar clinicamente na forma de mononucleose infecciosa®’®

. A infecgéo
primaria tem inicio no epitélio da orofaringe, onde o virus infecta linfécitos B intra-
epiteliais (células de memdéria e células naive), ou adjacentes a mucosa epitelial
(predominantemente células naive)84. Células B naive sao ativadas ap6s a infeccao
pelo EBV, mesmo na auséncia de estimulo antigénico externo. Como resultado ha o
bloqueio da diferenciagdo dessas células e estimulo a sua proliferacgo®”. Algumas
das células infectadas pelo EBV s&o eliminadas pela agéo citotdxica de linfocitos T;
outras, entretanto, conseguem se evadir da resposta imunolégica®. A Figura 1
ilustra o ciclo biolégico do EBV em seus hospedeiros.

Linfocitos B infectados migram para o centro germinativo e sofrem
diferenciacdo em células de meméria, principal reservatério biolégico do EBV®**’. Ao
migrarem para o sangue periférico a expressao de proteinas do EBV é virtualmente

suspensa, mimetizando a situagdo de um linfécito B n&o-infectado®. Quando ocorre
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divisdo destas células infectadas ha expressdo apenas de proteinas que permitem a

replicagdo do DNA viral®®¥’.

Ao receberem estimulo para diferenciacdo em
plasmécitos, linfocitos B de memodria infectados d&do ensejo a reativacdo do EBV,
com expressdo de genes do ciclo litico. A cascata de sinalizacdo gerada pela
ativacao do receptor de célula B (B-cell Receptor - BCR) leva a expresséo de genes
imediatamente-precoces do EBV, BZLF1 e BRLF1. Estes ativam genes precoces,
que consequentemente ativam genes tardios do ciclo litico'. Plasmocitos infectados
migram para a mucosa epitelial, onde liberam novas particulas virais, que podem

infectar outras células B ou serem liberadas na saliva®>®’.

Modelo Biologico

Saliva Virus Virus FIGURA 1 - Representacéo

Epitélio J *‘"::::c':':‘m esquematica do ciclo biologico do
- - = EBV. Adaptado de Shapiro M. e

Célula B naive i
e colaboradores (2007)".

infectada

Tecido latentemente Litico
. £
Linféide |
Diferenciagdo Diferenciaggo
no centro +
Terminal
germinativo |
Circu Ia(;éo Célula de meméria H Célula de meméria

Programas distintos de laténcia biolégica do EBV s&o definidos com base
na expressdo de diferentes genes virais. S&o descritos essencialmente trés
programas de laténcia, denominados I, Il e lll. Quando ocorre a entrada do virus na
célula sdo expressas nove proteinas latentes virais: trés proteinas latente de
membrana (Latent Membrana Protein - LMP-1, LMP-2a, LMP-2b), seis antigenos
nucleares (EBNA-1, EBNA-2, EBNA-3a/EBNA-3, EBNA-3b/EBNA-4, EBNA-
3c/EBNA-6 e EBNA-LP (leader protein) | EBNA-5) e dois RNAs nao-poliadenilados
nao-codificantes (EBV-enconded small non-polyadenylated RNAs — EBERs/ EBER-1
e EBER-2). Esse perfil de expressao caracteriza a laténcia tipo Ill ou programa de
crescimento, pois as células recém-infectadas recebem estimulos para proliferagéo.

Apo6s migragao das células infectadas para o centro germinativo ocorre
mudanca na expressdo dos produtos virais, com a expressido de EBER, EBNA-1
LMP-1 e LMP-2a, o que caracteriza o programa de laténcia Il. No centro germinativo
as células B naive infectadas se diferenciam em linfécitos B de meméria, que

migram para a circulagcdo sanguinea. Nesse estagio ha expressao apenas de EBNA-
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1 e EBER, ou seja, o programa de laténcia | ou laténcia verdadeira®®. Como os
EBERs sdo abundantemente expressos em todos os programas de laténcia, sua
pesquisa pela técnica de hibridagcido in situ é sistematicamente empregada para
determinagéo da infecgao pelo EBV em diferentes tecidos'®"”. Embora seja relatado
que os EBERs possam ter propriedades oncogénicas, esses transcritos ndo séo
essenciais para transformagao de linfocitos B%.

Por outro lado, esta bem definida a participacdo de outro produto viral, a
LMP-1 (produto do gene BNLF-1 do EBV), na transformagéo celular. A LMP-1 é uma
proteina transmembrana que fornece sinalizagao constante para sobrevivéncia e
proliferacdo das células B infectadas pelo EBV, mimetizando a atividade de um
receptor CD40 constitutivamente ativo. Essa sinalizacdo causa ativacdo e
diferenciacdo de células B e contribui para replicacdo do epissoma viral®®. Estudo de
Gruhne e colaboradores (2009) reforcou papel oncogénico da LMP-1 ao demonstrar
inibicdo do ponto de checagem em G2 pela LMP-1*2. Outra importante fungao da
LMP-1 é a capacidade de hiper-regular proteinas anti-apoptéticas®'. As proteinas
LMP-2A/TP1 e LMP-2B/TP2, por sua vez, inibem a sinalizagdo do BCR, promovendo
entrada do EBV no ciclo latente®’.

E relatada uma variagdo de BNLF-1 caracterizada pela delegéo de 30pb
na sequéncia de nucleotideos desse gene viral, que corresponde a 10aa na porgéo
C-terminal da proteina LMP-1. Essa variagéo foi inicialmente descrita em casos de
carcinoma de nasofaringe na populagéo chinesa e posteriormente documentado em
outras populagdes infectadas pelo EBV***"". Rothenberger e colaboradores (1997)
sugeriram que a variante deletada da LMP-1 possui maior potencial oncogénico em
relacdo a LMP-1 completa, pois é capaz de ativar NF-kB e AP-1 de modo mais
eficiente®. Por outro lado, n&o foi observada correlagcéo entre a capacidade de ativar
diferentes fatores de transcricdo e a habilidade de promover transformacgéo celular?®
27 Adicionalmente, ha relatos de que a delegdo de 10aa C-terminal de LMP-1 ndo é
a principal responsavel pelas diferengas funcionais observadas entre as proteinas
com delecdo e sem delecdo em LMP-1%°.

Outras proteinas do EBV com destacada importancia sdo as EBNAs, que
participam na replicacédo e manutengdo do DNA viral. A proteina EBNA-1 inibe a
resposta T citotoxica pela inibicdo de sua degradagao proteossomal e retardo de sua
propria sintese’’®. Recentes estudos sugerem agdo oncogénica de EBNA-1, pois

esta é capaz de promover a hiper-regulagdo da unidade catalitica (Nox;) da NADPH-
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oxidase, elevando a producdo de espécies reativas de oxigénio, gerando
instabilidade gendmica devido as quebras da fita dupla de DNA3'3273,

A EBNA-2 atua como co-ativador transcricional de genes expressos
durante o programa de laténcia Ill e é essencial para a imortalizacao de células
linféides infectadas pelo EBVZ. Digno de nota, a repeticao de prolina na por¢cédo N-
terminal da proteina permite a distingdo entre os subtipos 1 e 2 do EBV®. Os
EBNAs-3, por outro lado, atuam na regulacdo transcricional de genes virais e
celulares®”. EBNAs-3a e 3c sdo essenciais para a transformacdo e imortalizagao
celular, e este ultimo também é capaz de induzir a produgéo de LMP-1.

Estudo de Gruhne e colaboradores (2009) demostraram maior frequéncia
de aneuploidia em células que expressavam EBNA-3c devido a interrup¢céo no ponto
de checagem do fuso mitético durante a divisdo celular, como resultado da
diminuicdo dos niveis proteicos e hipo-regulagao transcricional de bubR1*?, BubR1 é
uma das proteinas que medeiam o ponto de checagem do fuso mitético juntamente
com cenp-F, Bub1, Bub3 e Mad2, que s&o recrutadas pelo cinetécoro e estabilizam
o complexo cinetécoro-microtibulo®". Em conjunto com EBNA-2, o EBNA-LP é
expresso precocemente® e inativa os genes supressores tumorais TP53 e RB1%,
promovendo a proliferagdo das células infectadas pelo EBV?382%

Alguns produtos do EBV apresentam func¢des equivalentes as de
proteinas humanas. A proteina bcrf-1, por exemplo, apresenta 84% de homologia
estrutural com a interleucina-10 (IL-10) humana, importante citocina
imunossupressora da resposta imunitaria celular®. A proteina barf-1 possui fungéo
similar ao do receptor de fator estimulador de colénias. Com relagdo a apoptose,
esta pode ser inibida pela proteina bhrf1, enquanto outra proteina viral, a balf-1 pode

inibir a funcdo de bhrf1%°%%2,

2.3 EBV e doengas associadas em portadores do HIV

Em individuos infectados pelo HIV, o aparecimento de linfomas pode ter a
participacdo do EBV e de outro herpesvirus linfotrépico, o virus associado ao
sarcoma de Kaposi / Herpesvirus Humano tipo-8 (Kaposi’s sarcoma associated-
herpesvirus - KSHV/Human Herpesvirus type 8 - HHV-8)*. Nesses pacientes, a
infeccao pelo EBV é identificada em parcela dos casos de HL e alguns linfomas néo-
Hodgkin (Non-Hodgkin Lymphoma — NHL), como o BL, o linfoma difuso de grandes
células B (Diffuse Large B-cell Lymphoma - DLBCL), o linfoma plasmablastico da

cavidade oral e o linfoma polimoérfico de células B’*°. O DLBCL pode ser dividido
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nas formas centroblastica e plasmablastica. A primeira ocorre em individuos com
imunosupressdo leve, possui baixa associacdo com o EBV e nado apresenta
expressao de LMP-1; a segunda ocorre em pacientes com imunossupressao severa
e esta frequentemente associada ao EBV, com expressao das proteinas virais LMP-
1 e EBNA-2*. Por outro lado, a infecgdo pelo KSHV/HHV-8 esta associada ao
desenvolvimento do linfoma de efusdo primario (Primary Efusion Lymphoma -
PEL)'?, sendo que em parcela dos casos também se verifica infecgdo concomitante
pelo EBV.

O risco relativo para o desenvolvimento de NHL e HL em portadores do
HIV é de 60-200 e 9-10 vezes maior que o da populagdo em geral,
respectivamente®. O grau de imunocomprometimento parece estar relacionado com
o tipo de NHL que os pacientes portadores do HIV desenvolvem, pois individuos
com contagem de células T CD4" normal ou levemente diminuida apresentam maior
risco para o desenvolvimento de BL e DLBCL centroblastico, enquanto o risco para
PEL e DLBCL plasmablastico maior entre individuos com imunodeficiéncia mais
severa *°.

Apds a HAART foi observada uma redefinicdo da incidéncia de algumas
neoplasias malignas associadas a aids. Houve diminuicdo na incidéncia de casos de

3346 L8769 Os casos de linfoma

sarcoma de Kaposi , € de alguns tipos de NH
primario do sistema nervoso central diminuiram drasticamente®, enquanto a
incidéncia de BL permaneceu constante® ou com um aumento discreto '°. Por outro
lado, ndo houve variagdes significativas na incidéncia do HL e do carcinoma de colo
uterino®.

O BL destaca-se dentre os NHL associados ao EBV comumente
observado em portadores do HIV. Trata-se de neoplasia maligna de células com
imunofenotipo B que apresentam altos indices de proliferagcao celular e alteragbes
citogenéticas recorrentes, notadamente 1(8,14), 1(2,8) ou (8,22), que envolvem o
gene MYC, causando sua hiperexpressao*'*°. O BL pode ser classificado em trés
formas clinico-epidemiolégicas: endémico, que acomete principalmente individuos
da Africa equatorial; esporadico, que afeta criancas e adultos em todo o mundo, e
associado a imunodeficiéncia, acometendo especificamente individuos portadores
do HIV, pois usualmente no é encontrado em outros tipos de imunosupressao®. O
EBV é detectado em praticamente todos os casos de BL endémicos e em até 50%

dos casos associados ao HIV-1*°. Nos casos de BL, o repertério de genes do EBV
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expressos limita-se aos EBERs e EBNA-1, caracteristico do programa de laténcia
tipo 1 ™.

O EBV esta também associado ao HL e o risco de desenvolvimento da
doenga estd aumentado em quadro vezes nos individuos com manifestacao prévia
de mononucleose infecciosa®%2. O HL é caracterizado pela presenca das células
neoplasicas de Hodgkin ou de Reed-Sternberg (H-RS)'™, e pela expressdo das
proteinas virais EBNA-1, LMP-1, LMP- 2A e EBERs?***%2%2 S50 quatro as formas
histolégicas descritas para o HL classico: esclerose nodular, celularidade mista,
deplecao linfocitica e rico em linfocitos. O EBV € mais comumente encontrado nas
células H-RS dos casos de celularidade mista*'. A proteina LMP-2a interfere na
maturagdo de linfocitos B, induzindo células BCR-negativas a deixarem a medula
Ossea e colonizarem 6rgaos linfoides periféricos. De maneira semelhante as células
de H-RS, as células que expressam LMP-2a aumentam a expressdo de genes
associados ao progresso do ciclo celular e inibicao da apoptose. Estas correlacdes
sugerem que células B EBV-positivas induzem e mantém um estado proliferativo
que poderia resultar no desenvolvimento do HL®%.

Tendo em vista que individuos imunocomprometidos possuem risco
aumentado para o desenvolvimento de linfomas associados ao EBV, a detecc¢éo
desse virus em sangue periférico e a determinagdo de sua carga viral pode ter
importancia na evolucéo clinica de individuos portadores do HIV. Por outro lado, em
virtude da maior homogeneidade nos protocolos de tratamento antirretroviral
oferecidos aos portadores do HIV no Brasil, estudos nessa populagdo séo
promissores para elucidacdo dos fatores que modificam o curso da infeccao
retroviral nesses pacientes, incluindo a susceptibilidade de desenvolverem doencgas

associadas a virus oncogénicos, como o EBV, ou outros eventos adversos.
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3 Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Verificar a hipotese de que pacientes portadores do HIV apresentam
alteragcbes na evolugdo clinica de acordo com carga viral do EBV em sangue
periférico, que pode inclusive ter associacdo com dados clinico-epidemiolégicos,

laboratoriais e de resposta ao tratamento antirretroviral.

3.2 Objetivos especificos

. Avaliar a frequéncia de detecgéo pelo EBV nas amostras de sangue periférico
de individuos portadores do HIV-1 atendidos no Hospital-Dia de HIV/Aids da
FMB, UNESP/Botucatu.

. Nos casos em que houver EBV detectavel, quantificar a carga viral por PCR em
tempo real (QPCR), distinguir os casos com infecgédo pelos gendtipos 1 e 2, e
estimar a frequéncia das variantes do gene BNLF-1 do EBV.

. Correlacionar os dados analisados com as informagdes clinico-epidemiologicas
obtidas dos prontuarios-médico dos pacientes recrutados para o estudo,
incluindo carga viral do HIV, contagem de linfécitos T CD,* e CDg", dados de

tratamento antirretroviral utilizado e resposta ao tratamento.
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4 Material e Métodos
4.1 Delineamento geral do trabalho

Foram avaliados 156 pacientes portadores do HIV atendidos no Hospital-dia
de HIV/Aids da FMB (Oficio CEP-FMB-UNESP 374/08, de 01/09/2008 — Anexo A e
B). Como critérios de inclusdo no estudo foram estipulados 1) pacientes com idade
superior a 18 anos; 2) auséncia de neoplasia relacionada ao KSHV/HHV-8 e ao EBV
(notadamente SK e linfomas nao-Hodgkin), na ocasido de entrada no estudo; 3) no
caso de pacientes do sexo feminino, auséncia de gestacdo ou pacientes fora do
puerpério; e 4) pacientes tratados exclusivamente pelo protocolo vigente com as
drogas antirretrovirais fornecidas pelo governo federal. O delineamento da pesquisa

esta representado na Figura 2.

| Amostras de sangue periférico de portadores do HIV ‘
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FIGURA 2 - Delineamento do estudo.
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4.2 Extracao de DNA

Estudo recente demonstrou que a deteccdo de EBV em células
mononucleares do sangue periférico (Peripheral Blood Mononuclear Cell - PBMC) e
em aliquotas de sangue total sdo compativeis, apresentando correlagdo préxima em
termos de resultados quantitativos. Entretanto, € referido que o uso de PBMC
oferece maior sensibilidade®. Assim, a pesquisa do EBV foi realizada a partir de
DNA gendémico extraido de 200uL da camada leucocitaria com o sistema Q/Aamp
DNA Blood Mini Kit® (Qiagen, Valencia, CA, USA), conforme instrugdes do
fabricante. Além da quantificagdo por espectrofotometria UV, o DNA obtido foi
avaliado quanto a capacidade de amplificar segmentos da regido promotora do gene
que codifica a IL-10 humana por PCR convencional. Desse modo buscou-se
identificar eventuais casos falso-negativos no que se refere a presenca do genoma
viral nas amostras de DNA avaliadas. Na Tabela 1 esta indicada a sequéncia dos
iniciadores para deteccao do amplicon de 130pb do gene da IL-10 humana, bem
como os componentes da reacdo e o perfil de ciclagem. A Figura 3 ilustra o
resultado de amplificagdo do segmento analisado do gene da IL-10 para alguns
casos do estudo.

TABELA 1 - Sequéncia dos iniciadores para amplificagdo de segmento de 130pb da regido

promotora do gene que codifica a IL-10-humana, componentes da reacdo de PCR e perfil de
ciclagem.

Sequéncias 5’- 3’ Reagentes Perfil de Ciclagem

55 Tampéo (Tris-Cl 28mM pH 8,4 / KCl ) B g A »
Mok2A% -GTGGAAGAAGTTGAAATAAC 70mM), 3,0mM MgCI2, 0,2 mM cada 94°C-5,94°C - 30", 55°C - 30",

Mok2S55 - ATCCAAGACAACACTACTAA dNTP, 1,25U DNA polimerase (Tag)e ~ 72°C—1’ (40x); 72°C-7
0,5 uM de cada iniciador.
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FIGURA 3 - Deteccao de IL-10-humana em alguns casos do estudo. Marcador de peso molecular de
50pb. Seta nao-tracejada indica banda do marcador de 250pb, seta tracejada indica amplicon

esperado de 130pb para IL-10-humana.




Infecgdo pelo EBV e variantes do gene viral BNLF-1 em individuos portadores do HIV-1 26

4.3 Informagodes clinico-epidemiolégicas

Para todos os casos estudados foram obtidos e compilados dados gerais
de identificacdo dos pacientes como idade, sexo, opcédo sexual, via provavel de
contagio pelo HIV, e informag¢des demograficas. Foi realizado prospeccéo ativa de
informacdes junto aos prontuarios médicos, que disponibilizaram informagdes como
contagem de linfocitos T (CD4" e T CDg"), viremia do HIV e resposta ao tratamento

antirretroviral desde o inicio do atendimento no hospital-dia.

4.4 Quantificacdo da Carga Viral do EBV
4.4.1 Quantificagdo do numero de copias virais

A deteccdo do genoma do EBV e a quantificacdo da carga viral nos
pacientes recrutados foram realizadas por meio da técnica de qPCR com sistema
Taqman® em termociclador Rotor-Gene 6000 (Corbett Research, Mortlake,
Australia). Os iniciadores e a sonda Taqman® para os experimentos de qPCR estao
indicados no Quadro 1. Estes sdo dirigidos a regiao que codifica a proteina bglf5 no
EBV-1 ou, no caso do EBV-2, a unidade aberta para leitura anterior a codificadora

de bglf5. As sequéncias dos iniciadores e da sonda foram obtidas na literatura®?.

QUADRO 1 — Sequéncias dos oligonucleotideos (iniciadores e sonda Taqman®) utilizados para

detecgéo e quantificagdo do EBV pela técnica de PCR em tempo real.

Oligonucleotideos Sequéncias (5’ - 3’)
BGLF.S CCTCTT TTC CAAGTC AGAATTTGAC
BGLF.A TGA CCT CTT GCA TGG CCT CT
BGLF.tm [6-FAM] - CCA TCT ACC CAT CCT ACA CTG CGC TTT ACA - [BHQ1]*

* Marcagdes da sonda Tagman®: 6-FAM - 6-carboxy fluorescein (reporter); BHQ1 - black hole quencher 1 (quencher).

4.4.1.1 Padronizacdo da gqPCR para EBV

O protocolo definido para a pesquisa do EBV em amostras dos pacientes
portadores do HIV foi testado com o DNA extraido de diferentes linhagens celulares
infectadas ou ndo pelo EBV, gentilmente cedidas pela Prof* Dra. Ethel Cesarman,
da Faculdade de Medicina da Universidade de Cornell, Nova lorque, EUA. As

linhagens utilizadas foram relacionadas no Quadro 2.
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QUADRO 2 - Relagdo das linhagens celulares de doencas linfoproliferativas ocorrendo em pacientes

portadores do HIV, cujo DNA foi utilizado na padronizagdo da pesquisa do EBV por gPCR.

1. Células de linfoma de efusao primaria (PEL)
1.1. Positivas para KSHV/HHV-8 somente: BCBL-1 ¢ BCLM-1
1.2. Positivas para KSHV/HHV-8 e EBV (Laténcia tipo I): BC-1, BC-2 e BC-5

2. Células de linfoma difuso de grandes células B, tipo imunoblastico, EBV-positivas
somente (laténcia tipos II/lll): BCKN-1 e IBL-1.

3. Células de linfoma de Burkitt, EBV-positivas (Laténcia tipo I): IBL-4, LCL-JPOC e LCL- RJ.
4, Células linfoblastéides EBV-positivas (Laténcia tipo Ill): LCL-9001.

Para determinagcdo da carga viral foi utilizada curva padrdo a partir de
diluicdo seriada de DNA do EBV disponivel comercialmente (EBV-B95-8, Advanced
Biotechnologies, Columbia, MD, USA). As aliquotas de DNA das linhagens celulares
do quadro 2 foram utilizadas nas padronizacdes dos experimentos de qPCR para
quantificagcdo da carga viral (Figura 4), deteccao das variantes de BNFL-1 e
genotipagem do EBV baseada na analise do gene viral EBNA-2, estas ultimas

realizadas por nested-PCR.
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FIGURA 4 — Reagdo para detecgdo do EBV por qPCR em linhagens celulares EBV-positivas e

negativas.

Durante a fase de padronizagdo da qPCR as reagdes foram testadas
empregando-se replicatas idénticas e replicatas reais, sempre em ftriplicatas. Na

primeira abordagem a quantidade de DNA de trés reagbes (12uL) foi misturada ao
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volume total de reagdo (63uL), correspondente as triplicatas, com posterior
distribuicdo do volume para cada reacéo (25uL). Esta abordagem foi importante para
avaliar possiveis variagbes internas da reacdo, que podem interferir nas replicatas.
Na segunda abordagem a quantidade individual de DNA (4uL) foi acrescida em cada
uma das reacdes (21uL); a qual poderia indicar possiveis variagbes causadas por
erros de pipetagem ou problemas na homogenizacao das reacdes. A figura 5 ilustra
que os resultados obtidos para ambas as abordagens foram satisfatérios, posto que

foram minimas as variagdes entre as réplicas de uma mesma amostra.

1,14E+03 copias EBV
1,14E+04 copias EBV

i 1,14E+06 copias EBV

g 1,14E+07 copias EBV \ 3
L. 1,14E+08 copias EBV j \ >

1,14E+03 copias EBV__

1,14E+04 copias EBV

1,14E+06 copias EBV =
1,14E+07 copias EBV — \

1,14E+08 cdpias EBV—\

FIGURA 5 - Padronizagdo da reacdo de detecgdo e quantificagdo do EBV por qPCR. A: Curva
padrao em triplicatas idénticas. B: Curva padrdo em ftriplicatas reais.

As amostras provenientes dos pacientes do estudo foram avaliadas em
duplicatas pela qPCR. Foram consideradas aceitaveis variacdes de até 5% (definida
pelo coeficiente de variagdo CV, tal que CV = 100 x Desvio Ct / Média Ct) nos Cts

obtidos das replicatas de uma mesma amostra.

4.4.2 Quantificagdo do numero de células
A padronizagdo da qPCR para o ERV-3 seguiu protocolo estabelecido por
Yuan e colaboradores (2001), empregando os iniciadores e sonda apresentados no

Quadro 3%*. O plasmideo contendo o genoma completo do ERV-3 foi doado pela
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Dra. Denise Whitby, do Instituto Nacional do Cancer em Frederick, MD, EUA (Viral
Epidemiology Section, AIDS Vaccine Program, National Cancer Institute-Frederick,
Frederick, MD, USA). Com este plasmideo foi construida uma curva de diluicdo
seriada de base 10 empregada nas reag¢des de qPCR para avaliagdo do numeros de

células presentes nas amostras analisadas.

QUADRO 3 - Sequéncias dos oligonucleotideos (iniciadores e sonda Tagman®) utilizados para

deteccgéo e quantificagdo da carga viral do EBV pela qPCR.

Oligonucleotideos Sequéncias (5" - 3’)
PHP10-F CAT GGG AAG CAAGGG AACTAATC
PHP10-R CCC AGC GAG CAATAC AGAATTT
PHP-P505.tm [6-FAM] - TCT TCC CTC GAA CCT GCA CCA TCA AGT CA - [BHQ1]

* Marcagdes da sonda Tagman®: 6-FAM - 6-carboxy fluorescein (reporter); BHQ1 - black hole quencher 1 (quencher).

4.5 Detecgdo dos genétipos do EBV

As amostras de DNA dos pacientes incluidos no estudo que tiveram carga
viral para o EBV detectavel pelo qPCR foram também avaliadas quanto aos
genotipos virais. Para este objetivo foi utilizada nested-PCR com os iniciadores
descritos por Telenti e colaboradores (1993)81. A genotipagem foi baseada na
analise do gene viral EBNA-2, no qual estdo localizadas as principais variacdes
entre os gendtipos 1 e 2 do EBV. A sequéncia dos iniciadores utilizados, reagentes
constituintes e perfil de ciclagem das reagbes de PCR para genotipagem do EBV
séo apresentados no Quadro 4. O primeiro par de iniciadores indicados foi
empregado na primeira etapa de amplificagdo, e o segundo par foi empregado para
determinacdo das amostras positivas para EBV-1, enquanto o terceiro para EBV-2.
A segunda etapa da nested-PCR foi feita em multiplex utilizando 1,25uL da reacéo
anterior na diluicdo 1:100; sendo realizadas também nas dilui¢des 1:50, ou sem

diluicdo, nos casos em que nao foi obtida amplificagdo no primeiro experimento.

A analise dos resultados de genotipagem do EBV foi baseada no tamanho
dos amplicons ap6s a nested-PCR, em gel de agarose 2% corado com brometo de
etidio, com base em sequéncias-protétipo para o EBV-1 (B95.8 — GenBank
Accession #V01555%) e EBV-2 (AG876 — GenBank Accession #DQ279927.1%°). Os
tamanhos esperados para os amplicons foram 497pb e 150bp para EBV-1 e EBV-2,

respectivamente.
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QUADRO 4 - Sequéncias dos iniciadores da reagao para genotipagem de EBV-1 e EBV-2, reagentes

constituintes da reagdo de PCR e perfil de ciclagem.

Sequéncias iniciadores 5’- 3’

Reagentes

Perfil de Ciclagem

EBNA-2C.S¢!

AGG GAT GCC TGG ACA CAA GA

Tampéo (Tris-Cl 28mM pH 8,4 / KCl
70mM), 2,0mM MgCl2, 0,25 mM

94°C-5,94'C-1,5,
58°C-1,72C-1’

EBNA-2.A81 TGG TGC TGC TGG TGG TGG CAAT cada dNTP, 1,0U DNA polimerase (40x); 72°C - 10’
(Taqg) e 0,3 uM de cada iniciador.

EBNA.EBV-1.581  TCT TGA TAG GGA TCC GCTAGGATA  Tampdo (Tris-Cl 28mM pH 8,4 /KCl ~ 94°C - 5; 94°C - 30",
70mM), 2,0mM MgCI2, 0,25 mM 58°C-30",72°C— 1

EBNA.EBV-1.A8"  ACC GTG GTT CTG GAC TAT CTG GATC  cada dNTP, 1,0U DNA polimerase (25x); 72°C-10
(Taqg) € 0,3 uM de cada iniciador.

EBNA.EBV-2.58'  CAT GGT AGC CTT AGG ACA TA Tampéo (Tris-Cl 28mMpH 8,4/ KCl  94°C -5, 94°C - 30",
70mM), 2,0mM MgCI2, 0,25 mM 58°C-30",72°C-1’
EBNA.EBV-2.A8'  AGA CTT AGT TGA TGC CCT AG cada dNTP, 1,0U DNA polimerase (25x); 72°C-10

(Taqg) e 0,3 uM de cada iniciador.

4.6 Deteccao das variantes de BNLF-1

As amostras que tiveram carga viral para EBV detectaveis pelo qPCR
foram submetidas a nested-PCR para detecc¢ao das variantes de BNFL-1. A Tabela
2 apresenta os iniciadores utilizados, reagentes constituintes da reacdo e perfil de
ciclagem. Os iniciadores permitiam identificar a dele¢cdo de 30pb no gene BNLF-1 do
EBV, obtendo-se amplicon de 130pb e/ou 160pb para os casos com ou sem a
delecao, respectivamente. Na segunda etapa da nested-PCR foi utilizado 1,0 yL da
reacao anterior na diluicdo 1:10; ou sem diluicdo, nos casos em que nao houve
amplificacdo na primeira tentativa. Os resultados foram analisados em gel de

agarose 2% corado com brometo de etidio.

TABELA 2 - Sequéncias dos iniciadores da reagdo para detecgdo das variantes de BNFL-1,
reagentes constituintes da reacdo de PCR e perfil de ciclagem, de ambas as etapas da reacgdo de
nested-PCR.

Sequéncias iniciadores 5’- 3’ Reagentes Perfil de Ciclagem

EBV.LMP1.S AACGCACTTTCT CCTCTT TCC Tampao (Tris-Cl 28mM pH 8,4 / KCI 94°C-5",94°C-20",60°C
70mM), 1,5mM MgClz, 0,2 mM cada  _ 107, 72°C - 207 (25x);
EBV.LMP1.A  AGC CTAT GAC ATG GTAATG C  dNTP, 1,0U DNA polimerase (Taq) e

0,2 uM de cada iniciador. 72C-10
LMP-1A GTG GGG GTC GTCATCATCTC  Tampao (Tris-Cl 28mM pH 8,4 /KCI  94'C—5794'C 20, 58°C
70mM), 2,0mM MgC|2, 0,2 mM cada -207, 72°C - 20" (35)();
LMP-1S CGG AAG AGG TGG AAA ACAAA  dNTP, 1,0U DNA polimerase (Tag) e

0,2 uM de cada iniciador. 72C-10
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5 Resultados

5.1 Levantamento dos dados clinico-epidemiolégico

Os dados gerais de identificacdo dos pacientes, contagem de linfocitos T
CD4" e CDg", carga viral do HIV (quantificada no momento do recrutamento para o
estudo), resposta a HAART e estagio da infecgédo pelo HIV segundo a classificagédo
do CDC'?, foram compilados e estdo apresentados no Apéndice A.

Dentre os 156 pacientes recrutados, 110 (70,5%) eram caucasianos, 14
(9,0%) afro-brasileiros, 30 (19,2%) pardos e 2 (1,3%) indios. Com relagdo a opgao
sexual declarada, 123/156 (78,8%) pacientes declararam-se heterossexuais, 19/156
(12,2%) bissexuais e 14/156 (9,0%) eram homens que tiveram rela¢des sexuais com
outros homens (HSH). Relagcédo heterossexual foi a via mais provavel de contagio
pelo HIV declarada pela maioria dos participantes do estudo (121/156, 77,7%),
seguida de relagdo homossexual (23/156, 14,7%), uso de drogas injetaveis (UDI —
5/156, 3,2%), transfusdo sanguinea (4/156, 2,6%), vertical (1/156, 0,6%) e outros
(2/156, 1,2%). Com relagéo a HAART, 20/156 (12,8%) ndo estavam em tratamento
por um periodo de 6 meses anteriores ao momento do recrutamento para o estudo,
e 63/156 (40,4%) nado apresentavam falha terapéutica. 129/156 (82,7%) pacientes ja

haviam apresentado em algum momento a presenca de doenca definidora de aids.

5.2 Quantificagdo da Carga Viral do EBV

A carga viral do EBV em PBMC pode ser detectada em 123/156 (78,8%)
dos pacientes do estudo. Como paréametros de analise da qualidade das reagbes de
gPCR foram sistematicamente avaliados a eficiéncia, o slope e o R? obtidos em cada
reacdo. Esses parametros indicam, respectivamente, a eficiéncia de amplificacdo do
experimento, a inclinagdo da reta e o coeficiente de correlagdo entre a regresséo
linear da curva-padrao e os valores de Cts (threshold cycle) obtidos para cada uma
das amostras-padrao. O valor ideal de slope é -3,23, obtido quando a reacgéo
alcancga eficiéncia maxima de amplificagdo (100%). Ja o valor esperado de R%é 1
(um). Durante os experimentos, esses parametros oscilaram préximo aos seus

valores ideais (Quadro 5).
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QUADRO 5 - Sintese dos parametros de qualidade das reagbes de gPCR empregadas para

pesquisa do EBV por qPCR.

Data do Pardmetros da qPCR
. Amostras Fig.

experimento E Slope R2

01/12/2008 0,89  -3,620 0,99910 01, 02, 03, 04, 05, 06, 07, 08, 09, 10, 11, 12, 6A
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
25, 26, 27 e 28

02/12/2008 0,93  -3,510 0,99851 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 6B
41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52,
53, 54, 55 e 56

08/12/2008 0,93  -3,513 0,99594 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 6C
69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80,
81, 82, 83 e 84

09/12/2008 0,96  -3,432 0,99655 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 6D
97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106,
107, 108, 109, 110, 111 e 112

11/12/2008 0,92  -3,529 0,99810 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 6E
122, 123, 124, 125, 126, 127, 128 e 129

03/02/2009 0,88  -3,658 0,99682 135, 136, 137, 138, 139, 140,141, 142, € 143 6F

04/02/2009 0,97  -3,404 0,99879 130, 131, 132, 133, 134, 144, 145, 146, 147, 6G
148 e 149

06/02/2009" 0,98  -3,379 0,99101 144, 145, 146, 147, 148, 149, 159, 151, 152, 6H
153 e 154

06/02/2009® 1,00  -3,320 0,99534 155, 156, 157, 158, 159, 160, 23, 25,32 e 33 6l

06/02/2009® 0,94  -3467 0,99655 15,19, 28, 31, 36, 38, 40, 43, 45, 57 € 65 6J

09/02/2009 0,96  -3,432 0,99534 46, 47, 48, 50, 51, 54, 75, 79, 88, 100 e 101 6K

02/04/2009 0,94  -3,486 0,99817 05, 16, 51, 79, 223, 146, 148, 150 e 152 6L

19/11/2009 0,95  -3,442 0,99515 16, 59, 60, 92, 108, 130, 135, 139, e 137 6M

(1), (2) e (3) referem-se a trés diferentes reagdes realizadas em 06/02/2009.
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FIGURA 6 - Graficos de amplificacdo de bgfl-5 do EBV por qPCR. As datas do experimento,
parametros da qPCR analisados e amostras avaliadas estdo listados no quadro 6.
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Figura 6 — Continuagéo.
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5.3 Quantificacdo do numero de células

Para célculo do nimero de células por reacéo foi realizado qPCR para
deteccdo de fragmento de 135pb da sequéncia do ERV-3. O numero de cdpias
calculados para ERV-3 foi dividido por 2 (dois) para estimativa do nimero de células,
visto que a analise foi feita em células dipléides. O Quadro 6 apresenta os
pardmetros analisados para cada reagdo, e a Figura 7 ilustra os graficos das

reacoes.

QUADRO 6 - Sintese dos parametros de qualidade das reagbes de gPCR empregadas para
pesquisa do ERV-3.

Data do Parametros da qPCR .
i T 2 Amostras Fig.
experimento  Eficigncia  Slope R
04/11/2009 0,87  -3,669 099964 01,02, 03,04, 05,06, 07, 08,09, 11, 12,
14, 15,17, 18, 19, 20, 21, 22, 24, 26, 27, 7A
28, 30, 31, 35, 36, 39, 40 e 41
05/11/2009 0,85 374 0,99627 42,43, 48, 49, 50, 51, 54, 56, 61, 62, 63,

64, 66, 67, 68, 69, 70, 71,72, 73, 74, 76, 7B
77,79, 80, 81, 82, 83,84 e 85

06/11/2009 0,84 -3,787 0,99942 86, 87, 88, 90, 91, 93, 94, 95, 97, 98, 99,
102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109,
110, 111, 113, 114, 115, 116, 118, 119, 121
e 123

10/11/2009 0,83 -3,824 0,99912 125, 126, 128, 129, 131, 132, 133, 134,
136, 137, 138, 140, 141, 143, 145, 146,
147, 150, 152, 153, 154, 155, 156, 158, 159
e 160
11/11/2009 0,90 -3,59 0,99829 16, 32, 38, 45,59, 60, 65, 92, 100, 130, 135,
T7E
139 e148

7C

7D
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FIGURA 7 - Graficos de amplificagdo de segmento do envelope de ERV-3 por gPCR. As datas do

experimento, parametros da gPCR analisados e amostras avaliadas estdo listados no quadro 7.
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5.4 Calculo da carga viral do EBV

A analise dos resultados das leituras de amplificacdo para bglf-5 do EBV
e de segmento do envelope viral para ERV-3 revelou pequena variacdo entre as
réplicas das amostras, indicando reprodutibilidade entre os experimentos e
consisténcia dos resultados de quantificacdo. Como pode ser observado na Figura
8, a linearidade das réplicas de amplificacdo foi de 86,9% para o calculo das copias

virais e de 97,3% para o calculo do numero de células.
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FIGURA 8 - Avaliagdo da reprodutibilidade dos resultados da quantificagdo para EBV (a esquerda) e
ERV-3 (a direita). Os graficos demonstram as correlagdes obtidas entre os Cts das duas replicatas
avaliadas para cada amostra do estudo.

Para calculo da carga viral do EBV foi utilizado valor médio do niumero de
cépias de EBV por reacdo dividido pela média do numero de células por reacéo.
Para isso, foi realizada analise estatistica para verificar a reprodutibilidade das

réplicas obtidas tanto para EBV quanto para ERV-3.

TABELA 3 — Valores médios dos Cts obtidos nas reagbes de qPCR para EBV e para ERV-3.

Réplicas EBV ERV-3
Média obtida para Ct1 37,6093 25,9685
(Variacdo Cts1) (31,54 — 44,24) (24,51 — 28,37)
Média obtida para Ct2 37,6866 25,9648
(Variagéo Cts2) (31,57 — 44,88) (24,43 — 28,40)
Valor de p* 0,8236 0,9665

* Teste de t pareado

A tabela 3 indica que nao houve diferenca significativa entre as réplicas 1
e 2 do EBV, assim como entre as réplicas 1 e 2 do ERV-3. Assim, demonstrou-se
que as réplicas 1 e 2 do EBV poderiam ser arbitrariamente associadas as réplicas 1
e 2 do ERV-3 para cada amostra avaliada (Figura 9). Como pode ser observado na

Figura 10, a linearidade das réplicas de carga viral do EBV/célula foi de 96,5%.
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réplicas 1 (a esquerda) e réplicas 2 (a direita) para calculo da carga viral do EBV/célula.
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FIGURA 10 - Correlagdes obtidas entre a média das carga virais para cada amostra do estudo entre

as réplicas 1 e 2.

Os resultados obtidos nas reacdes de qPCR e a carga viral calculada

para cada réplica assim como as médias calculadas para os Cts obtidos, copias de

EBV, numero de células e carga viral média estdo apresentados no Apéndice B.




Infecgdo pelo EBV e variantes do gene viral BNLF-1 em individuos portadores do HIV-1 39

A carga viral média encontrada entre os pacientes do estudo foi 6,9x10
copias de EBV por célula (variagdo de 0 a 8,7x10?). Os resultados da carga viral
obtidos foram avaliados com relagdo as informagbes clinico-epidemiolégicas
levantas dos prontuarios-médico dos pacientes participantes do estudo. O quadro 7

mostra as associacdes avaliadas.

QUADRO 7 — Testes estatisticos empregados nas associa¢des avaliadas entre informagées clinico-
epidemiolégicas dos pacientes e os resultados obtidos com carga viral do EBV, genotipagem e
variantes de BNLF-1. As casa com destaque em laranja mostram associagdes com significancia
estatistica (p < 0,05).

Informagées Variagdo Genotipagem Carga viral
dos pacientes BNLF-1 do EBV EBV
Idade 0,8420 0,9002 0,7659
Tukey Tukey Spearman
Sexo 0,6879 0,2699 0,8028
qui-quadrado Fisher Kruskal-Wallis
Opcao Sexual declarada 0,2753 0,7300 0,5267
Fisher Fisher Kruskal-Wallis
Via presumida de contagio 0,2791 0,3356 0,3028
Fisher Fisher Kruskal-Wallis
Etnia 0,4742 0,3187 0,3040
Fisher Fisher Kruskal-Wallis
Tempo estimado de infecgdo pelo HIV 0,4073 0,5677 0,0026
qui-quadrado qui-quadrado Spearman
CDC - Sintomas aids 0,9999 0,5715 0,5641
Fisher Fisher Kruskal-Wallis
CDC — Niveis histéticos de células T CD," 0,4234 0,0272 0,7741
Fisher Fisher Kruskal-Wallis
Resposta ao tratamento antirretroviral 0,7052 0,6228 0,0076
qui-quadrado Fisher Kruskal-Wallis
Viremia do HIV 0,7132 0,1976 0,0005
Kruskal-Wallis Kruskal-Wallis Spearman
Contagem de linfécitos TCD," 0,3480 0,4626 0,7331
qui-quadrado qui-quadrado Spearman
Contagem de linfécitos TCDg" 0,9851 0,7578 0,0159
qui-quadrado qui-quadrado Spearman
Carga viral do EBV 0,8065 0,0205 -
Kruskal-Wallis Kruskal-Wallis
Genotipagem do EBV 0,3764 - -

Fisher




Infecgdo pelo EBV e variantes do gene viral BNLF-1 em individuos portadores do HIV-1 40

Pacientes sem tratamento antirretroviral nos ultimos 6 meses e os que
tiveram falha terapéutica a8 HAART apresentaram cargas virais de EBV maiores que

individuos sem falha terapéutica ou inclassificaveis (p=0,0076) (Tabela 4).

TABELA 4 — Andlise das medianas da carga viral obtida pela qPCR em relagdo as respostas a
HAART.

Carga Viral do EBV

Resposta ao tratamento p
Mediana Pys Pys
Sem Tratamento 4,48x10% 5,64x10™ 1,96x10%
Sem falha terapéutica 6,05x10™ 0,00 4,63x10%
0,0076
Com falha terapéutica 4,63x10% 1,49x107% 1,54x10%
Inclassificavel 6,09x10™ 0,00 3,73x10%

Teste de Kruskal-Wallis

Quanto maior a carga viral do HIV no momento do recrutamento dos
pacientes, maior a carga viral do EBV detectada. Esta associacdo também foi
encontrada com relacdo ao tempo de infeccdo estimado pelo HIV, ou seja, quanto
maior o tempo de infecgdo por este retrovirus, maior a carga viral do EBV
encontrada. Com relagdo a contagem de linfécitos T CDg" no momento do
recrutamento, esta também apresentou uma associagao direta com o EBV, assim
quanto maiores os niveis de células T CDg’, maiores as cargas virais calculadas
(Tabela 5). Os demais parametros, como idade, sexo, etnia, op¢ao sexual declarada,
via presumida de contagio e niveis de linfocitos T CD4" ndo apresentaram diferenca

estatistica significativa.

TABELA 5 - Correlagéo entre carga viral do EBV e carga viral do HIV, tempo estimado de infecgéo

pelo HIV e contagem de linfocitos T CD, e CDg".

Tempo estimado de

R Cargaviraldo _ Niveis de Niveis de
Parametros infecgdo pelo HIV . .
HIV linfocitos T CD," linfécitos T CDg
(anos)
Cargaviraldo  rho=0,27614 rho= 0,24164 rho=-0,02752 rho=0,19286
EBV p=0,0005 p=0,0026 p=0,7331 p=0,0159
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5.5 Genotipagem dos isolados virais do EBV

Das 156 amostras avaliadas, 123 (78,9%) tiveram carga viral do EBV
detectavel. Destas foi possivel amplificagéo para EBNA-2 e genotipagem do EBV em
95/123 (77,2%) amostras, das quais 72 (75,8%) revelaram infec¢do pelo EBV-1, 9
(9,5%) pelo EBV-2 e 14 (14,7%) apresentavam co-infecgéo entre os EBVs 1 e 2. As
figuras 11 e 12 mostram os géis obtidos das reagdes de nested-PCR para EBNA-2
para a maioria das amostras do estudo. As amostras que ndao amplificaram foram
repetidas em outra reagdo de nested-PCR utilizando 1,25uL do amplificado da
primeira reagdo sem a diluicdo empregada nas demais amostras (Figura 12).

A maioria dos pacientes infectados com o EBV tipo 1 ou o EBV tipo 2
apresentaram classificagdo CDC 3, com relacdo a contagem de células T CD.*, ou
seja, menor que 200 células/uL de sangue, enquanto individuos coinfectados pelos
EBVs 1 e 2 foram classificados como CDC2, contagem de linfocitos T CD4" entre
200 e 499 células/uL de sangue (p = 0,0272). Esta associa¢do nao foi encontrada
com relagcédo aos diferentes genétipos do EBV e a classificacdo CDC baseada no

sintomas de aids (Tabela 6).

TABELA 6 — Analise dos diferentes genoétipos do EBV de acordo com a classificagdo CDC.

Genotipagem do EBV

Classificagao

cbc EBV-1 EBV-2 Co-infegao Total P
EBV-1 e EBV-2

Sintomas Aids

A 26/69 (37,7)  3/9 (33,3) 8/14 (57,1) 37/92 (40,2)

B 9/69 (13,0) 0 1114 (7,1) 10/92 (10,9)  0.5715

c 34/69 (49,3) /9 (66,7) 5/14 (35,8) 45/92 (48,9)
*Contagem T CD,"

1 4/68 (5,9) 179 (11,1) 2/13 (15,4) 7/90 (7,78)

2 22/68 (32,4)  1/9 (11,1) 8113 (61,5)  31/90 (34,44)  0.0272"

3 42168 (61,7) 719 (77,8) 313 (23,1)  52/90 (57,78)

*1: Acima de 500 linfécitos T CD[/pL; 2: Entre 200 e 499 linfécitos T CD[/pL; 3: Inferior a 200
linfocitos T CD,'/uL. t Teste de Kruskal-Wallis
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FIGURA 11 - Genotipagem baseada na amplificacdo de EBNA-2 do EBV. Banda de 497pb esperada
para EBV-1, e 150pb esperada para EBV-2. Amostras em azul sdo EBV-1-positivas, amostras em
verde sdo positivas para EBV-2 e as indicadas em vermelho sdo co-infectadas pelos EBVs 1 e 2.
Amostras em preto ndo amplificaram. LCL-RJ: células de linfoma de Burkitt, co-infectadas com EBVs
tipos 1 e 2, note banda de 497pb indicada em azul (cabeca de seta) e a de 150pb indicada em verde
(cabecga de seta). No: Amostras sem DNA, NoN: Amostra sem DNA da nested-PCR. M: marcador de

peso molecular de 50pb, seta indica banda de 250pb do marcador.
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FIGURA 12 - Genotipagem baseada na amplificagdo de EBNA-2 do EBV. Banda de 497pb esperada
para EBV-1, e 150pb esperada para EBV-2. Amostras em azul sdo EBV-1-positivas, amostras em
verde sdo positivas para EBV-2 e as indicadas em laranja sdo co-infectadas pelos EBVs 1 e 2.
Amostras em preto ndo amplificaram. LCL-RJ: células de linfoma de Burkitt, co-infectadas com EBVs
tipos 1 e 2, note banda de 497pb indicada em azul (cabecga de seta) e a de 150pb indicada em verde
(cabecga de seta). No: Amostras sem DNA, NoN: Amostra sem DNA da nested-PCR. M: marcador de
peso molecular de 50pb, seta indica banda de 250pb do marcador.
* Amostras que nao amplificaram na primeira nested-PCR, foram repetidas utilizando 1,25uL de

amplificado da primeira reagdo sem diluir.

A mediana da carga viral do EBV detectada foi maior entre individuos
coinfectados com os EBVs 1 e 2, quando comparados com o0s pacientes com
infeccdes isoladas de EBV-1 e EBV-2 (Tabela 7).

TABELA 7 — Relagéo das medianas das cargas virais do EBV com os diferentes genoétipos do EBV.

Carga Viral do EBV

Genotipos EBV Total
Mediana P25 P75
EBV-1 3,77594E-03 1,58986E-03 9,93635E-03
EBV-2 1,34462E-03 4,91171E-04 6,03741E-03 0,0205
EBV-1 e EBV-2 1,75647E-02 3,72928E-03 2,858319E-02

Teste de Kruskal-Wallis

As anadlises envolvendo idade, sexo, etnia, opgdo sexual, vias de
contagio, tempo de infecgcéo pelo HIV, resposta a HAART, carga viral do HIV e niveis
de linfocitos T CD," e CDg" n&o revelaram diferencas estatistica significativas com

relagédo aos diferentes genétipos de EBV.
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5.6 Detecgao das Variantes de BNLF-1

Dos 123 casos que apresentaram carga viral para o EBV detectavel,
99/123 (80,5%) apresentaram amplificacdo para BNFL-1, sendo que 49/99 (49,5%)
possuiam a versao sem a delecao, de 160pb, enquanto 50/99 (50,5%) apresentaram
a delecao de 30pb. As figuras 13 e 14 ilustram a maior parte dos casos avaliados no
estudo. As amostras que ndo amplificaram foram repetidas em outra reagéo de
nested-PCR utilizando 2,0uL do amplificado da primeira reacdo na diluigdo 1:50 ou

sem diluir (Figura 14).
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FIGURA 13 — Deteccado das variantes de BNFL-1 do EBV. A e B: Amostras indicadas em laranja

apresentam a variante sem a deleg¢édo de 30pb, enquanto as indicadas em azul apresentam a delecao

(banda de 130pb). Amostras em preto ndo amplificaram. No: Amostras sem DNA; NoN — No da
reacdo de nested-PCR; M: Marcador de 50pb, seta mostra banda de 250pb do marcador; BC-2 e BC-
5: linhagens celulares de linfoma de efusdo primario com e sem a delegcado de 30pb; indicadas as
bandas de 130pb e 160pb nas cabecas de seta verde e vermelha, respectivamente. Gel de agarose

2% corado com brometo de etidio.
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FIGURA 14 - Deteccgéo das variantes de BNFL-1 do EBV. A, B e C: Amostras indicadas em laranja
apresentam a variante sem a dele¢do de 30pb, enquanto as indicadas em azul apresentam a delegéo
(banda de 130pb). Amostras em preto ndo amplificaram. No: Amostras sem DNA; NoN — No da
reacdo de nested-PCR; M: Marcador de 50pb, seta mostra banda de 250pb do marcador; BC-2 e BC-
5: linhagens celulares de linfoma de efusdo primaria com e sem a delegcdo de 30pb; indicadas as
bandas de 130pb e 160pb nas cabecas de seta verde e vermelha, respectivamente. Gel de agarose
2% corado com brometo de etidio.” Indicam amostras que ndo amplificaram na reacdo de nested-

PCR e posteriormente foram repetidas, utilizando 1,0uL do amplificado da primeira reagdo sem diluir.

As analises envolvendo idade, sexo, etnia, opgdo sexual, vias de
contagio, tempo de infecgéo pelo HIV, classificagdo CDC, resposta a HAART, carga
viral do HIV, niveis de linfocitos T CD4" e CDg", carga viral e genotipagem do EBV
nao revelaram diferencas estatistica significativas em relagéo as variantes de BNLF-
1.
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6 Discussao

A quantificacdo da carga viral do EBV é o objetivo de varios estudos
envolvendo portadores de doengas associadas ao EBV, individuos doadores de
sangue e em pacientes infectados pelo HIV'822435089 = Entretanto, o grande
problema para avaliagdo destes resultados esta nas diferentes unidades utilizadas
para expressar a carga viral. S0 poucos os estudo que demonstram os resultados
em numeros absolutos de copias de EBV por numero de células, a grande maioria
utiliza copias virais por 10° PBMC, mL de sangue, mL de plasma ou ng de DNA. E
estas diferencas nas unidades dificultam a comparacao dos resultados.

Destarte, o presente estudo avaliou a carga viral em namero absoluto de
copias de EBV por numero de células conforme descrito por Yuan e colaboradores
(2001)®. Para isto os autores utilizaram um retrovirus endégeno (Endogenous
Retrovirus — ERVs) para quantificar o numero de células humanas por gPCR, o
HERV-R ou ERV-3, o qual estd localizado na posigdo 7q11.2*2. O autores
demonstraram que a detec¢do e quantificagdo de ERV-3 é precisa, com alta
sensibilidade e especificidade. Sendo utilizada como uma ferramenta apurada na
determinac&do da carga viral, permite a expressao dos resultados em copias virais
por nimero de células®®.

Em amostras de doadores de sangue, o EBV foi detectado por gPCR em
72,0% (72/100) dos casos, com a mediana da carga viral inferior a 47 copias do
virus/mL sangue37. Ja em amostras de pacientes portadores de HIV submetidos a
HAART, o virus foi detectado em 57/70 (81,0%) das amostras de PBMC e em 55/68
(79,0%) das de saliva, sendo que as cargas virais médias foram de 1,79
copias/500ng de DNA de PBMC e 3,45 copias de EBV/500ng de DNA,
respectivamente. Entre individuos ndo-infectados pelo HIV a frequéncia de deteccao
e a carga viral do EBV foi significantemente menor®®. Em outro estudo empregando
sistema Tagman®, com sonda para BNRF-1 do EBV, nao foram observadas
diferencas significativas entre as cargas virais dos grupos de pacientes com e sem
infecgdo pelo HIV. Foi detectada carga viral em 61 dos 113 (54,0%) pacientes com
HIV, com valores de 1.154; 402 e 3.505 cépias/106 PBMC para os quartis mediano,
inferior e superior, respectivamente'®.

Martelius e colaboradores (2009) analisaram 62 individuos nao-
transplantados que apresentaram sorologia positiva para o EBV por gPCR, no
periodo de 2000-2007. Destes, 15/62 (24,2%) eram imunocompetentes, dos 47
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(75,8%) restantes, 7 eram HIV-positivos e 36 apresentavam céanceres,
principalmente hematoloégicos (dentre os quais 3 também eram HIV-positivos). O
grupo de pacientes imunocomprometidos apresentou taxa de mortalidade de 42%,
sendo a carga viral do EBV na ultima amostra de seguimento do estudo indetectavel
(<500 cépias/mL de plasma) em 11 pacientes, <10.000 copias/mL de plasma em 17
individuos e >10.000 coépias/mL de plasma nos 8 restantes. O pico de viremia
(>10.000 copias/ml de plasma) do EBV foi de 13,0% (2/15) nos imunocompetentes e
40,0% (19/47) nos imunocomprometidos, com média de detecg¢édo de 4.202 + 3.186
copias/ml de plasma e 115.682 + 328.056 coépias/ml de plasma (Teste de Aspin—
Welch p = 0,024), respectivamente®.

Alguns estudo demonstram que pacientes portadores do HIV tratados
com HAART tendem a apresentar aumento do numero de linfécitos T CD," e
diminuicédo da carga viral do HIV. Entretanto, ndo é relatada alteracao significativa na
carga viral do EBV°"¢%"°_ Stevens e colaboradores (2002) avaliaram a carga viral do
EBV em 109 pacientes tratados com HAART, sem medicamento anti-herpético, e 99
portadores do HIV que receberam monoterapia. Dentre os pacientes que receberam
HAART, 22/64 (59,0%) apresentaram elevada carga viral do EBV (2.000 + 89.400
cépias do EBV/mL sangue). Os individuos tratados com monoterapia foram
analisados dois momentos: na primeira coleta, 28/35 (43,0%) das amostras positivas
para EBV tinham carga viral variando de 2.400 a 90.480 copias de EBV/mL de
sangue, enquanto 30/56 (53,6%) amostras positivas para EBV na ultima coleta
apresentaram alta carga viral (2.000 a 130.100 coépias DNA EBV/ml sangue). Os
autores ndo encontraram diferengas significativas entre os pacientes com ou sem
tratamento com HAART, reforcando a hipétese de que a HAART né&o altera a carga
do EBV.

O’Sullivan e colaboradores (2002) analisaram a carga viral do EBV em 24
pacientes infectados pelo HIV, incluindo pacientes sem tratamento ou no inicio de
um regime de tratamento com inibidor de protease e com contagem de linfécitos T
CD4" <150/uL de sangue. A média da carga do EBV detectavel no momento 0 (pré-
HAART) foi < 1 copia EBV/10° leucdcitos; 5 copias EBV/10° leucdcitos no momento
1 (média de 33 dias ap6s momento 0); 10 copias EBV/10° leucdcitos no momento 2
(média de 87 dias apdés momento 0) e 7 copias EBV/10° leucocitos no momento 4

(média de 385 dias apdés momento 0). Os autores comentam que nos pacientes que
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respondem bem a HAART ha um aumento na carga viral do EBV que é controlada
aproximadamente 1 ano ap6s o inicio do regime antirretroviral® .

No presente estudo foi encontrada carga viral do EBV mais elevada em
pacientes sem tratamento antirretroviral nos 6 meses anteriores ao recrutamento, e
nos que apresentaram falha terapéutica quando comparados aos sem falha
terapéutica. Relacionando pacientes com e sem falha de terapia, podemos analisar
duas hipoteses, a primeira seria paradoxal com a maioria dos estudos indicando que
a HAART influencia na replicagéo do EBV; e a segunda, a diminuigéo de linfocitos T
CD4;" e aumento na viremia do HIV apresentados pelos pacientes com falha
terapéutica, caracteriza acentuada deficiéncia do sistema imunitario, criando
ambiente favoravel a replicagcdo do EBV. J& os pacientes sem tratamento, ndo estéao
expostos a HAART, mas também nao possuem uma resposta imunitaria tdo eficaz
quanto os individuos que nao apresentam a infeccdo pelo HIV, uma vez que o
tratamento antirretroviral s6 é iniciado quando a contagem de linfécitos T CD," atinge
200 células/puL de sangue.

A hipétese de deterioragdo do sistema imunolégico pode ser reforgada
pela associacao encontrada no presente estudo entre a carga viral do EBV e a carga
viral do HIV e o tempo de infeccao por este retrovirus. Deste modo, pacientes que
tiveram detectadas elevadas cargas virais para o EBV, também apresentavam altas
cargas para o HIV, e maior era o tempo de infeccdo pelo HIV. Assim, tanto a
elevacdo na carga do HIV quanto a prolongada exposicdo aos efeitos deste
contribuem para a deterioragdo do sistema imunitario que favorece o aumento na
carga viral do EBV, seja por reativacao viral, resultando em replicacéao litica do EBV
ou pelo aumento no nimero de células latentemente infectadas®”¢%"°.

Importante fato ressaltado por Piriou e colaboradores (2004) é de que a
carga viral absoluta do EBV ndo é um rastreador para doengas associadas a este
virus. Os autores demonstram que apds a soroconversdo dos pacientes HIV-
negativos em HIV-positivos houve uma elevagéo significativa na carga viral do EBV
(de 205 para 1.002 copias/10° PBMC), que néo foi observada no periodo de 1 a 5
anos apos a soroconversdo. Portanto, informacgdes clinico-epidemiolégicas,
principalmente contagem de linfocitos T CD," e CDg" que indicam o adequado
funcionamento do sistema imunitario devem ser conjuntamente avaliadas com a
carga viral do EBV. Os autores ressaltam que elevada carga viral do EBV e niveis de

linfocitos T CDg" suficientes para adequada resposta imunoldgica € a situagéo
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normalmente encontrada em pacientes infectados pelo HIV®'. No presente estudo foi
encontrada relagéo direta entre carga viral do EBV e contagem de linfocitos T CDg”,
assim houve detecgcao de maior carga viral do EBV em pacientes que apresentavam
maiores niveis de células T CDg". Ja foi demonstrado que elevada carga viral do
EBV pode ser sinbnimo também de um progndéstico ruim em relagéo a resposta a
HAART, visto que individuos sem tratamento que apresentam elevada carga viral do
EBV possuem um atraso no aumento dos niveis de células T CD4" apds inicio da
terapia antirretroviral®®.

No presente estudo ndo houve associacéo significativa entre o estagio
CDC e a carga viral detectada de EBV. Esse mesmo resultado foi encontrado por
Dehee e colaboradores (2001) que analisaram 113 pacientes infectados pelo HIV,
dos quais 13 eram estagio A da classificacdo CDC, 54 foram B, e 46 eram C. Além
destes, 24 individuos soronegativos para HIV mas soropositivos assintomaticos para
o EBV foram incluidos no estudo. No grupo controle a carga viral do EBV, detectavel
em 50% dos individuos, variou de 10 a 485 cc’)pias/106 PBMC. Ja nos pacientes HIV-
positivos foi possivel a detecgéo viral em 51% dos pacientes, sendo a carga viral do
EBV entre 10 a 52.074 copias/10° PBMC. A detecgao e a carga viral do EBV néo
apresentaram correlagdo significativa com contagem de células T CD;" e CDg" ou
com a viremia do HIV, assim como n&o tiveram associagdo com o grau de
imunossupress&o, o estagio CDC ou tipo de tratamento antiretroviral'®.

Houve deteccédo de elevada carga viral do EBV em pacientes
coinfectados com os EBVs dos tipos 1 e 2 (mediana 2,09x10 copia de EBV/célula)
no presente estudo. O segmento do gene EBNA-2 empregado na genotipagem viral
foi amplificado com sucesso em 95/123 (77,2%) dos casos com carga viral
detectavel. Os gendtipos foram distribuidos da seguinte forma: EBV-1 em 72
(75,8%) dos casos, EBV-2 em 9 (9,5%) e a coinfecgao entre EBV-1 e 2 em 14
(14,7%) dos casos. O EBV-1 esteve presente no maior numero de casos avaliados,
0 que esta em sintonia com a literatura, pois o EBV-1 predomina em paises
ocidentais, enquanto ambos, EBV-1 e EBV-2, podem ser encontrados em paises da
Africa Equatorial e Nova Guiana®.

Fatores geograficos e étnicos podem influenciar a distribuicdo dos
gendtipos 1 e 2 do EBV em populagdes humanas, modificando a frequéncia de
deteccdo desses gendtipos virais nas doengas associadas ao EBV®. Em estudo
analisando EBNA-2 e EBNA-3C em 48 individuos hemofilicos portadores do HIV,
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Yao e colaboradores (1998) relataram que EBV-2 é relativamente raro na populagao
caucasiana, embora mostre tendéncia a se tornar endémico entre individuos
homossexuais®. Também analisando EBNA-3c, Triantos e colaboradores (1998)
analisaram os genoétipos de EBV em 14 individuos HIV-positivos. Os autores
descrevem que EBV-1 foi encontrado em 50%, EBV-2 em 28,5% e coinfecgdo de 1 e
2 em 21,5% dos casos. Destaca-se que individuos HIV-positivos possuem
probabilidade 10 vezes maior de apresentarem anticorpos contra EBV tipo 2 quando
comparados aos doadores de sangue®.

Em nossa casuistica, composta essencialmente de individuos declarados
heterossexuais (70,5%), houve maior numero de coinfec¢gdes EBV-1 e EBV-2 em
comparagédo aos casos de infeccdo somente pelo EBV-2. Ha predominancia do
gendtipo 2 do EBV entre homens homossexuais infectados pelo HIV-1, quando
comparados com homossexuais sem a infecgdo retroviral e entre homens
homossexuais em relacdo aos heterossexuais, ambos sem infeccdo pelo HIV®. Por
outro lado, Telenti e colaboradores (1993) relataram alta frequéncia de EBV-1 em
uma coorte de pacientes portadores do HIV majoritariamente constituida de homens
homossexuais. Os autores encontraram EBV-1 e EBV-2 em 84% (65/77) e em 21%
(16/77) dos casos, respectivamente; 14/16 (87,5%) casos que apresentaram EBV-2
exibiam também infeccao por EBV-1%".

Estudo de van Baarle e colaboradores (1999) analisou diferentes
genotipos do EBV em individuos HIV-positivos pertencentes a trés grupos: 1)
pacientes com NHL (n = 30), 2) em progressao para aids sem linfomas (n = 42), e 3)
assintomaticos de longo termo (n=18). Houve alta prevaléncia de EBV-2 em todos os
grupos sendo 53% no primeiro grupo, 62% no segundo e 50% no terceiro. A
coinfeccéo entre EBVs 1 e 2 foi detectada em 47%, 40% e 24% dos grupos 1,2 e 3
respectivamente®”.

Predominancia de coinfecgéo pelos gendtipos 1 e 2 do EBV encontrados
no presente estudo em relagdo ao gendétipo 2 do EBV também foram descritos por
Yao e colaboradores (1996), que analisaram uma coorte caracterizada
predominantemente por caucasianos e homossexuais, dos quais 70% apresentavam
sintomas de aids. Os autores descrevem presenca do EBV-1 em 17/35 (48,5), EBV-
2 1/35 (2,9%), infecgbes por multiplas variantes de EBV-1 em 7/35 (20,0%) e por
EBV-2 em 1/35 (2,9%); a coinfeccdo EBV-1 e EBV-2 foi verificada em 9/35 (25,7%)

individuos. A presengca de infec¢gdes multiplas, seja com virus de genoétipos
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diferentes ou variantes de um mesmo gendtipo viral, foi observada frequentemente
em individuos com imunossupressao causada pelo HIV®.

Resultados similares foram encontrados por Correa e colaboradores
(2007), que analisaram 144 pacientes HIV-positivos, dos quais 7 apresentavam
linfoma primario do sistema nervoso central associado a aids, e 75 individuos HIV-
negativos. Os autores relatam presenga de EBV-1 em 48,6%, EBV-2 em 18,8% e
coinfeccdo de EBV-1 e 2 em 32,6% dos casos HIV-positivos. No grupo controle o
EBV-1 foi encontrado em 74,3%, o EBV-2 em 12,4% e a coinfec¢ao dos EBVs 1 e 2
em 13,3%. Neste mesmo estudo, também foi avaliada a presenca de delecdo em
BNLF-1, que foi encontrada em 44,4% dos casos HIV-positivos, dos quais 20,7%
apresentavam apenas a versdo com delecédo, e 23,7% apresentavam coinfecgéo
entre as variantes com e sem delecdo. Ja no grupo controle 25,3% apresentavam a
versdo deletada, dos quais 6,3% possuia apenas a forma com dele¢cédo, enquanto
19,0% apresentava coinfecgdo de ambas as variantes de BNLF-1 13,

No presente estudo a amplificagdo do segmento do gene BNLF-1 para
caracterizagdo da delecdo de 30pb foi possivel em 99/123 (80,5%) pacientes. A
deteccao feita por nested-PCR revelou que 49/99 (49,5%) apresentavam a deleg&o
de 30pb em BNLF-1, enquanto que 50/99 (50,5%) possuiam a versdo sem delecéo.
N&o houve diferenca estatistica significativa das variantes de BNFL-1 em relagéo
aos dados clinicos-epidemiolégicos levantados dos prontuarios dos pacientes, assim
como com a carga viral e genotipagem do EBV. Dados semelhantes foram
encontrados por Berger e colaboradores (1999) que acompanharam 17 individuos
desde a soro-conversdo a HIV-positivos até o momento do diagnéstico de aids,
quando foi encontrada a versdo de BNFL-1 com dele¢do em 7 (41,2%) individuos,
enquanto 6 (35,3%) apresentavam a verséo nado-deletada e 2 (11,8%) pacientes
apresentavam ambas versdes de BNLF-1.

Individuos imunocomprometidos possuem maior risco de desenvolver
linfomas associados ao EBV®°, de modo que a determinacdo da carga viral deste em
sangue periférico pode ter importancia na evolucao clinica de individuos portadores
do HIV. A compilagdo dos resultados encontrados no presente estudo permite
concluir que a exaustédo do sistema imunitario causada pela elevagado da carga viral
do HIV, como nos casos de falha na terapia antirretroviral, juntamente com o longo
periodo de infeccao deste retrovirus propicia ambiente favoravel a replicacdo do

EBV, ainda que sejam mantidos ou estejam elevados os niveis de linfocitos T CDg".
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Portanto, o monitoramento da carga viral do EBV ao longo do tempo de infecg¢éo
pelo HIV possui importante valor prognéstico para doencas associadas ao EBV,
desde que estes dados sejam analisados juntamente com informagdes clinico-

epidemiologicas dos pacientes.
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7 Conclusoes

Houve predominancia na detecgéo do EBV-1, fato que pode estar relacionado
com a coorte ser constituida predominantemente por individuos caucasianos
e heterossexuais. A coinfeccdo dos EBVs tipos 1 e 2 foi encontrada mais
frequentemente que a infeccdo por EBV-2, visto que multiplas infeccdo n&o

sdo raras em pacientes infectados pelo HIV.

Individuos coinfectados pelos tipos 1 e 2 do EBV apresentavam classificagédo
CDC referente a contagem de células T CD4" entre 200 e 499/uL de sangue,
enquanto pacientes com infec¢do pelo EBV-1 ou EBV-2 tinham contagem

inferior a 200 linfocitos T CD4*/uL de sangue.

A carga viral do EBV esteve diretamente relacionada com elevada viremia e
longo tempo de infecgdo do HIV, altos niveis de células T CDg’, falha na
terapia antirretroviral e coinfec¢do dos tipos 1 e 2 do EBV. Esses fatores
juntos podem indicar que embora a contagem de linfocitos T CDg" tenha sido
mantida, houve deterioragdo do sistema imunitario criando ambiente propicio

para replicagao do EBV.
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