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RESUMO

Costa MR. Freqiéncia da Infeccdo pelo Torque Teno Virus (TTV), Género
Anellovirus, e sua Diversidade Genética em Pacientes com Lupus Eritematoso
Sistémico. Campo Grande; 2009.

O virus Torque Teno (TTV), género Anellovirus, descoberto em 1997,
revelou-se o protétipo de uma nova familia de virus, a familia Circoviridae. Os
recentes conhecimentos da biologia do TTV permitiram construir a hipétese de que o
virus possa ser um desencadeante de doencas reumaticas auto-imunes, como 0
lupus eritematoso sistémico (LES). O objetivo deste estudo foi determinar a
existéncia de correlacao entre a infecgdo pelo TTV e o lupus eritematoso sistémico e
observar se a infecgdo pelo TTV pode alterar o curso clinico e o perfil sorolégico dos
pacientes lUpicos. Foram obtidas aleatoriamente 46 amostras de soro de pacientes
lupicos atendidos no Ambulatério de Reumatologia do Nucleo do Hospital
Universitario de Campo Grande da Faculdade de Medicina da Universidade Federal
de Mato Grosso do Sul (NHU/FAMED/UFMS). Para os controles, foram utilizadas 46
amostras de soro de doadores saudaveis. O DNA viral foi extraido das amostras de
soro utilizando o QlIAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Alemanha). O DNA
viral foi amplificado utilizando a técnica de reacdo de cadeia de polimerase nested.
Dados sobre as manifestagbes clinicas e laboratoriais destes pacientes foram
obtidos a partir de seus prontuarios médicos. Trinta e sete por cento (n=17/46) dos
pacientes lUpicos apresentaram TTV positivo e a infeccao viral foi observada em
apenas 15,2% (n=7/46) dos controles. Houve uma relagao significativa entre lupus
eritematoso sistémico e TTV (teste z, p=0,03). Nao houve relacao entre TTV, sinais
clinicos e o perfil sorolégico dos pacientes avaliados neste estudo. A infeccao pelo
TTV poderia ter um papel como desencadeante para o desenvolvimento do LES.

Palavras-chave: Anellovirus, doencgas auto-imunes, IUpus eritematoso sistémico,
virus Torque Teno.



ABSTRACT

Costa MR. Frequency of Infection for Torque Teno Virus (TTV), Genus Anellovirus,
and its Genetic Diversity in Patients with Systemic Lupus Erythematosus. Campo
Grande; 2009.

Torque Teno virus (TTV), genus Anellovirus, discovered in 1997, showed the
prototype of a new family of virus, Circoviridae family. The recent knowledge of the
biology of TTV had allowed constructing the hypothesis that virus can have a role as
trigger for rheumatic autoimmune diseases, as systemic lupus erythematosus (SLE).
The objective of this study was to determine the correlation between the infection for
TTV and systemic lupus erythematosus and to observe if the infection for TTV can
modify the clinical course and the serologic profile of patients with lupus. Forty and
six serum samples of lupic patients, taken care in the Rheumatology Clinic of the
University Hospital of Campo Grande - Brazil, had been gotten randomly. For the
controls, 46 serum samples from healthy blood donors had been used. Viral DNA
was extracted of serum samples having used QlAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN,
Hilden, Germany).Viral DNA was amplified using nested polimerase chain reaction
(nested PCR) assay. Clinical and laboratories manifestations had been gotten from
its medical register. Thirty and seven percent (n=17/46) of lupic patients had presented
positive TTV and viral infection was observed in only 15.2% (n=7/46) of the controls.
It had a significant relation between systemic lupus erythematosus and TTV (test z,
p=0.03).It did not have relation between TTV, clinical signals and serologic profile of
patients evaluated in this study. TTV infection could be a trigger for the development
of SLE.

Keywords: Anellovirus , autoimmune disease, systemic lupus erythematosus,

Torque Teno virus
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1 INTRODUCAO

Em 1997, Nishizawa et al. isolaram um novo virus a partir de amostras de
soro de um paciente com hepatite pds-transfusional de etiologia desconhecida. Este
virus foi denominado virus TT (TTV em inglés), nome dado a partir das iniciais do
paciente, ou como propds o proprio Nishizawa, as iniciais poderiam representar
transfusion transmitted virus (SIMMONDS et al., 1998). Entretanto este nome
enfatizaria apenas uma e certamente n&o a mais freqlente forma de transmisséo
deste virus (WATANABE et al., 2005). Desta forma, mais tarde o virus seria
chamado de virus Torque Teno, conservando as iniciais TTV (BIAGINI et al., 2004).

Embora inicialmente o TTV tenha sido associado a doenca hepatica e a
uma alta mortalidade entre pacientes com hepatite aguda pelo virus da hepatite B
(VHB), esta associacao nao foi confirmada por estudos mais recentes (WATANABE
et al., 2005).

Além disso, ainda nao foram detectadas alteragcbes morfolégicas nos
hepatécitos infectados pelo TTV, bem como nao foram evidenciadas diferencas
entre o curso clinico e os parametros laboratoriais dos pacientes com hepatite co-
infectados com o TTV, daqueles sem co-infeccao (WATANABE et al., 2005).

Estudos epidemiolégicos tém evidenciado a presenca do TTV em varias
patologias, tais como: doenca de Hodgkin, anemia aplastica, fibrose pulmonar
idiopatica, doenca pulmonar aguda, pénfigo bolhoso, piora do progndstico do cancer
de laringe e reducdo da sobrevida em pacientes portadores do virus da
imunodeficiéncia humana - HIV (GARBUGLIA et al., 2003; MIYAMOTO et al., 2000;
BANDO et al., 2001; JONES et al., 2005; MAGGI et al., 2003; BLAZSEK et al., 2008;
SZLADEK et al., 2005; CHRISTENSEN et al., 2000). Contudo, estes estudos nao
conseguiram caracterizar o real significado da presenca do TTV nestas
enfermidades (GERGELY et al., 2006).

Atualmente tem-se discutido o papel das infec¢cdes virais como fator
desencadeador das doencas auto-imunes (ALVAREZ-LAFUENTE et al., 2005). Os
recentes conhecimentos da biologia do TTV permitiram construir a hipétese de que o
virus possa ser um desencadeador de doencas reumaticas auto-imunes (GERGELY
et al., 2006). Entretanto, existem poucos trabalhos que relacionam a infecgdo pelo
TTV a estas doencgas reumatolégicas (GERGELY et al., 2005a; GERGELY et al,,
2005b).
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O ldpus eritematoso sistémico (LES) é uma doenca do tecido conjuntivo,
multissistémica, considerada o protétipo das doencas auto-imunes. Sendo
caracterizada por um espectro clinico bastante variado e pela produgdo de um
grande numero de auto-anticorpos (D’CRUZ et al., 2007).

Acredita-se que, na etiopatogenia do LES, além da susceptibilidade
genética do individuo, seja necessario um fator ambiental. As infecgbes virais podem
representar um importante fator para o desenvolvimento do LES (SHIRAI & HIROSE,
2006). Varios estudos investigaram a relacao entre infeccoes virais e o LES, mas os
resultados nao foram conclusivos (MEYER, 2003; JAMES et al., 2006; BARZILAI et
al., 2007).

O presente trabalho pretende verificar a freqiéncia da infeccao pelo TTV e
sua diversidade génica em pacientes com lupus eritematoso sistémico; e verificar se
ocorre correlagdo entre a presenca do virus, as manifestagdes clinicas e o perfil

sorolégico de auto-anticorpos anti-nucleares apresentados pelos pacientes lupicos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Caracteristicas gerais

O virus Torque Teno (TTV), descoberto em 1997, revelou-se o protétipo de
uma nova familia de virus (NISHIZAWA et al, 1997). Virologistas vém se dedicando
a classificacao dos virus da familia do TTV (BIAGINI et al., 2004). Atualmente o TTV
esta classificado dentro da familia Circoviridae, género Anellovirus, sendo o primeiro
virus descoberto desta familia a infectar humanos (HINO & MIYATA, 2007).

A particula viral do TTV é esférica, densa (1,26 g/cm® em sacarose; 1,31 a
1,35g/ml em cloreto de césio), tem entre 30 e 50nm de didametro, ndo possui
envelope lipidico externo e o genoma € formado por uma fita simples de DNA
circular com aproximadamente 3800 pares de bases (BENDINELLI et al., 2001).

2.2 Organizacao genémica e proteinas virais

O genoma do TTV é dividido em duas regides: uma regiao potencialmente
codificadora — open reading frame (ORF) e uma regido nao traduzivel — untranslated
region (UTR) (BENDINELLI et al., 2001).

A regidao nado traduzivel (UTR) contém um segmento rico em citosina-
guanina que conecta as duas extremidades da fita de DNA, assim como varias
sequéncias regulatorias (BENDINELLI et al., 2001).

A regiado codificadora é formada na maioria das vezes por duas regides,
parcialmente sobrepostas, ORF1 (maior) e ORF2 (menor). Alguns genétipos do TTV
podem apresentar um pequeno ORF adicional denominado ORF3, localizado
imediatamente apés a ORF1. ORF adicionais, como a ORF4, podem estar
presentes, mas estas nao devem ser funcionais. (BENDINELLI et al., 2001). A figura
1 mostra a localizacdo das quatro ORF em relacdo ao genoma, assim como a
estrutura genémicado TTV.
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Figura 1 - Genoma do TTV (protétipo TA278)
Okamoto e Mayumi, 2001

As ORF codificam proteinas putativas de, aproximadamente, 770
aminoacidos (aa) (ORF1), 120 aa (ORF2), 286 aa (ORF3) e 289 aa (ORF4). As ORF
1 e 2 ndo sdo segmentadas. Embora estejam parcialmente sobrepostas, estas duas
ORF iniciam-se em fases de leitura distintas, 0 que resulta em duas proteinas
putativas sem homologia. Por outro lado, as ORF 3 e 4 sdo formadas pela juncao de
dois segmentos gendmicos cada. O primeiro segmento (5°) de ambas as ORF 3 e 4
sdo comuns e correspondem a quase totalidade da ORF2, sendo que os segmentos
em questao possuem um nucleotideo a menos que a ORF2. Os segmentos 3" das
ORF3 e 4, assim como a por¢cao 3" da ORF1, sdo parcialmente sobrepostos mas
nao codificam proteinas com porgdes comuns ja que todos os trés se situam em
fases de leitura diferentes (OKAMOTO & MAYUMI, 2001).

A proteina codificada pela ORF1 é uma proteina estrutural que compde o
capsideo. Sua extremidade N-terminal basica extremamente rica em arginina
provavelmente se ancora ao DNA gendmico no interior do virus, enquanto sua

porcao central, contendo varios sitios de glicosilagdo localizados em residuos de
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aspargina, deve permanecer exposta na superficie da particula viral. As freqientes
substituicdes dos aminoacidos no conjunto de sitios de glicosilacdo da ORF1
sugerem a existéncia de varios sorotipos com epitopos de superficie
antigenicamente heterogéneos. Além da funcdo estrutural, acredita-se que a
proteina codificada pela ORF1 também desempenhe um papel enzimatico na
replicacéo viral MUSHAHWAR et al., 1999).

Embora ainda incerto, acredita-se que a regido ORF2 codificaria proteinas
nao-estruturais relacionadas a replicacado viral e, apesar de ser altamente
heterogénea entre os isolados de TTV, seus segmentos 46-66 contém cinco regides
bastante conservadas (BENDINELLI et al., 2001).

A proteina codificada pela ORF3 é uma proteina fosforilavel, semelhante a
proteina nao-estrutural 5A (NS5A) do virus da hepatite C (VHC). Esta ultima, reprime
a atividade de uma proteina quinase celular mediadora da resposta anti-viral por
interferon. Esta semelhancga levanta a hip6tese de que a proteina ORF3 module
funcdes das proteinas celulares do hospedeiro e exerca uma fungcao na manutencao
da infeccao (ASABE et al., 2001).

Em 2004, uma proteina putativa denominada proteina indutora de apoptose
derivada do TTV (TAIP em inglés), codificada em um gene ORF3 presente em dois
isolados do TTV (TA278 e VT 416, ambos do genétipo1), apresentou capacidade de
induzir apoptose em linhagens de células humanas cancerigenas. Em células de
carcinoma hepatocelular esta capacidade foi semelhante a da apoptina, principal
agente indutor de apoptose do Virus da Anemia do Frango (CAV em inglés). Mas em
outras linhagens celulares, osteossarcoma e carcinoma pulmonar de pequenas
células, sua capacidade, embora presente, foi menor que a da apoptina (KOOISTRA
et al., 2004).

Até a presente data, ndo foram atribuidas fung¢des as proteinas codificadas
pela ORF4.

2.3 Diversidade genética

Ao contrario de outros DNA virus, o TTV exibe uma alta heterogeneidade

genética. Entretanto, esta divergéncia é desigualmente distribuida pelo genoma. A
regido UTR é comparativamente mais conservada. Em contraste, as regioes ORF
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apresentam um extraordinario grau de diversidade, sendo muito maior na regiao
central da ORF1, que exibe pelo menos trés regides de hipervariabilidade
(WATANABE et al., 2005).

Desde 1999, varios virus semelhantes ao TTV, como o SANBAN (HIJIKATA
et al., 1999), o YONBAN (TAKAHASHI et al., 2000a), o PMV (HALLETT et al., 2000),
TTMV (TAKAHASHI et al., 2000b), o SEN-V (UMEMURA et al., 2001), e o SAV
(JONES et al., 2005) foram identificados em humanos. Dinis-Mendes et al., em 2004,
realizaram a primeira caracterizagdo gen6mica de um virus SEN-V isolado na
América do Sul.

Segundo Bendinelli et al. (2001), a alta diversidade genética do TTV sugere
que ele seja um virus muito antigo, entretanto outros fatores poderiam estar
envolvidos. Muitas espécies de animais podem abrigar o TTV fazendo transmissao
inter-espécie, a necessidade de adaptacdo ao novo hospedeiro representaria um
importante impulso a mudancga genética. Infecgcdes mistas com multiplos genétipos
também sao freqlentes e conseglientemente a recombinacdo genética entre eles
poderia contribuir para a variabilidade. Finalmente, a grande habilidade do TTV para
produzir infeccdo crénica caracterizada pela viremia persistente por muitos anos,
poderia oferecer ao sistema imune do hospedeiro a oportunidade para exercer uma
continua pressao para a evolugao do virus.

Devido a sua grande diversidade genética, sdo conhecidos mais de 30
gendtipos de TTV, que foram classificados em 05 grupos gendmicos maiores. O
Grupo 1 é representado pelo protétipo TA278 isolado do gendtipo 1 e inclui cinco
gendtipos adicionais (2 - 6). O Grupo 2 compreende cinco genétipos e €
representado pelo isolado PMV. O Grupo 3 € composto por onze genétipos e inclui
SANBAN, TUSO01, e TYM9. O Grupo 4 consiste em nove gendtipos, enquanto o
Grupo 5 consiste de trés genétipos (DEVALLE & NIEL, 2004).

2.4 Vias de transmissao

A transmissdo do TTV pode ocorrer parenteralmente (SIMMONDS et al.,
1998). Mas ao contrario do que se supunha quando foi descrito pela primeira vez, a
grande prevaléncia e distribuicdo mundial do virus, assim como a freqiéncia elevada

de TTV em doadores de sangue saudaveis nunca expostos a produtos sanguineos,
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tornam pouco provavel que a transmissao parenteral do virus seja a principal forma
de transmissdao (WATANABE et al., 2005).

O TTV é capaz de se replicar no figado, sendo eliminado pelas fezes
(OKAMOTO et al,, 1998), onde particulas virais foram visualizadas através de
microscopia eletrénica (ITOH et al., 2000). De fato, a deteccdao de DNA de TTV no
soro de macacos Rhesus apbés a inoculagdo entérica de amostras de fezes
contaminadas confirmou a transmissibilidade via fecal do virus (LUO & ZHANG,
2001).

A via de disseminagéo sexual foi considerada vidvel baseada em trabalhos
que encontraram DNA de TTV no sémen (INAMI et al., 2000) e em colo uterino de
individuos infectados (CALCATERRA et al., 2001). Krekulova et al. (2001)
observaram ainda uma correlacdo positiva entre a infeccao pelo TTV e o nimero
crescente de parceiros sexuais, sustentando a participagdo ocasional da via sexual
na transmissao deste virus.

Ainda tem-se considerado a transmissdo vertical. Um primeiro trabalho
realizado por Simmond et al. (1999) ndo demonstrou a transmissao intra-uterina do
TTV. Mas em 2000, Morrica et al. testaram o sangue do corddao umbilical de 15
mulheres italianas positivas para o TTV e em 12 foram encontrados o virus, este
dado sugeriu que a transmissao uterina poderia ser importante. Gerner et al., em
2000, observaram que a prevaléncia da infeccao pelo TTV em um grupo de recém-
nascidos aumentava uma semana apés o nascimento. A deteccao do virus no leite
materno sugeriu aos pesquisadores que esta pode ser uma via de transmissao pos-
natal.

Foi levantada a hip6tese da existéncia de uma via aérea de transmissdao em
funcdo da carga viral elevada de TTV em swabs de secrecdo nasal de criangas. A
existéncia dessa via explicaria, pelo menos em parte, a prevaléncia elevada do TTV
em populagdes saudaveis, sem historia de transfusdes, de paises desenvolvidos nos
quais as prevaléncias de outros agentes classicamente transmitidos pela via fecal-
oral sdo baixas (MAGGI et al., 2003).

Leary et al. (1999) demonstraram a presenca de TTV em animais de
consumo humano: infeccdo em 30% de ovinos, 25% de bovinos, 20% de suinos e
19% de frangos. Neste trabalho os autores chegaram a sugerir que estes animais
poderiam representar uma fonte de contaminacdo humana, pela ingestdo de carne

mal cozida, mas estes dados nao foram confirmados. Foi descrito ainda, a infeccao
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em animais domésticos como caes (Canis familiaris) e gatos (Felis catus), assim

como em varias espécies de primatas (OKAMOTO et al., 2002).

2.5 Distribuicao geografica

O TTV tem distribuicado mundial. Soroprevaléncias extremamente elevadas
(60-98%) do virus TTV tém sido demonstradas em pessoas aparentemente
saudaveis em varias regides do mundo. Existe grande variabilidade genética em
diferentes regibes geogréaficas, mas alguns genotipos do virus sao distribuidos
globalmente, mesmo em populacdes que apresentam pouco ou quase nenhum
contato com outras, como €& o0 caso de alguns grupos que habitam a floresta
equatorial de Papua Nova Guiné, Oceania (PRESCOTT et al., 1999).

Em 1999, Abe et al. coletaram amostras de soro de individuos do Japéao
(233 individuos sem doenca hepatica), Miamar (51 individuos saudaveis e 92
pacientes com doenca hepatica), Nepal (177 doadores de sangue), Egito (95
doadores de sangue), Bolivia (95 doadores de sangue), Vietham (62 profissionais de
saude), Coréia (73 pacientes em hemodidlise), Camboja (08 portadores do virus da
imunodeficiéncia humana — HIV em inglés), Gana (95 portadores do HIV) e Estados
Unidos de América (68 portadores do HIV). Estes autores encontraram uma
prevaléncia variando de 70% (Japdo) a 100% (Camboja). Os gendtipos mais
comuns foram o0 1 e 0 2, mas nao houve correlagdo entre os gendtipos e sua origem
geogréfica.

No Brasil, a infeccdo pelo TTV parece ser muito difundida, mesmo entre
individuos sem historia de transfusao sanguinea (BASSIT et al., 2002). Niel et al.,
em 1999, estudando 191 amostras de soro de individuos sem histéria de transfusao
sanguinea, no Estado do Rio de Janeiro — RJ, encontraram uma prevaléncia de
infeccado pelo TTV de 65,4%. Em 31 individuos todas as seqUéncias de DNA viral
encontradas foram analisadas, obtendo 59 sequiéncias de nucleotideos diferentes.
Nenhuma sequéncia foi idéntica quando derivada de individuos diferentes. Além
disso, seis individuos, em que todas as sequUéncias foram analisadas, apresentavam
co-infeccao entre dois a sete diferentes gendtipos de TTV. Estes dados sugerem
que no Brasil a co-infeccao entre varios genétipos de TTV também seja muito

comum.
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Vasconcelos et al. (2001), em um estudo realizado na regido Sul do Brasil
com 130 pessoas (91 adultos e 39 criancas com idade de 0 a 10 anos) encontraram
uma prevaléncia de 73% entre as criangas e 44% entre os adultos.

Em 2007, Amarante et al. em um estudo realizado no Brasil, com 270
amostras de soro de doadores de sangue saudaveis e 75 amostras de individuos
politransfundidos, divididos em dois grupos: grupo 1: portadores de coagulopatias
(n=32); e grupo 2: portadores de hemoglobinopatias (n=43) encontraram uma
prevaléncia de infeccao pelo TTV de 50,5% entre os doadores, 95,0% no grupo 1 e
82,0% no grupo 2.

2.6 Distribuicao no organismo do hospedeiro

O DNA do TTV foi quantificado no sangue, nos linfonodos, musculos
esqueléticos, tiredide, pancreas, rins, pulmdes, baco, figado e medula éssea. Sendo
os titulos mais altos encontrados nestes ultimos quatro 6rgaos (ABRAHAM, 2005).

O TTV replica-se preferencialmente em células hematopoéticas da medula
0ssea, mas também pode fazé-lo em hepatocitos (IRSHAD et al., 2006a).

Takahashi et al., em 2002, estudando 27 individuos infectados pelo TTV,
observaram que a carga viral no sangue total foi significativamente mais alta que no
plasma. Os pesquisadores analisaram entdo amostras de sangue de 03 individuos
que apresentavam alta viremia a fim de detectar a carga viral nas diferentes células
sanguineas. A mais alta carga viral foi encontrada em neutréfilos, seguido em ordem
decrescente por mondcitos, células natural killer (NK) e linfécitos T e B. Nao foram
encontradas particulas virais em hemacias.

Foi observado ainda que, embora o TTV ndo se replique em células
mononucleares em repouso, quando estas células sdo estimuladas o TTV passa a
se replicar ativamente (MAGGI et al., 2001). O fato de o virus TT poder invadir e
replicar-se em células responsaveis pela resposta imunitaria poderia a longo prazo
causar anormalidades no sistema imunol6gico.

Alguns genoétipos do TTV poderiam apresentar predilecdo pelas células
hematopoéticas e outros pelas células hepaticas, como sugerem Okamoto et al. em
2000. Neste trabalho foi pesquisado DNA viral em 108 individuos com funcao

hepatica normal e encontrada uma prevaléncia de infeccdo viral em células
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mononucleares superior a do plasma, principalmente dos gendtipos 3 e 4 do TTV.
Particulas virais no interior de mondcitos poderiam infectar outros individuos quando
introduzidos por transfusdo, ou mesmo o préprio individuo quando os niveis
plasmaticos de anticorpos especificos diminuissem devido ao tempo ou a

imunossupressao.

2.7 Potencial patogénico

A relacdo entre a infeccdo pelo TTV e doenga hepatica permanece
controversa (WATANABE et al, 2005). Estudos iniciais sugeriram que 0 virus
estivesse relacionado ao aumento de transaminases hepaticas (TOKITA et al., 2001)
e a capacidade de induzir hepatite aguda (TAWARA et al., 2000). Mas outros
estudos posteriores ndo confirmaram estas associagdes (LYRA et al., 2005; IRSHAD
et al., 2006b).

Christensen et al. (2000) em seu trabalho com 185 pacientes infectados pelo
HIV-1 sugeriram que este virus poderia facilitar a replicagdo do TTV, provavelmente
de maneira indireta pelo seu efeito imunossupressor. Por outro lado, observaram
que a presenca do TTV era um fator associado a piora do prognéstico dos pacientes
infectados pelo HIV-1, independentemente de outros fatores sabidamente
relacionados com agravamento do quadro clinico destes pacientes.

Além disto, Diniz-Mendes et al. (2004) observaram que o DNA do TTV tem sido
detectado em pacientes infectados pelo HIV com alta carga viral em niveis mais
altos do que nos controles. Os autores propuseram que os niveis de TTV poderiam
refletir um decréscimo da imunidade do hospedeiro. Além disto, a co-infecgdo com
diferentes gendtipos de TTV tem sido muito mais freqiiente em pacientes infectados
pelo HIV do que nos controles.

Gergely et al., em 2006, lembraram que todo o potencial patogénico do TTV se
baseia em levantamentos epidemiol6gicos e que alguns pesquisadores duvidam
deste potencial.

Porém, como sera descrito adiante, alguns estudos indicam que a infeccao
pelo TTV poderia servir como fator desencadeante para doengas auto-imunes, entre
elas o LES.
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2.8 Infeccoes virais e auto-imunidade

Existem varios mecanismos propostos pelos quais um agente infeccioso
poderia induzir a auto-imunidade, como por exemplo:

a) O mimetismo molecular entre seqiéncias de proteinas de bactérias e
virus que apresentam homologia com sequéncias de auto-antigenos. A resposta
imune dirigida aquelas proteinas poderia entdao reconhecer antigenos do hospedeiro.
Porém a homologia por si s6 ndo mostra ser uma evidéncia definitiva para o possivel
papel de determinante antigénico entre agente infeccioso e os auto-antigenos. E
necessario obter mais evidéncias para responsabilizar um epitopo em questao e isto
tem sido conseguido em um numero bem limitado de doengas, como a febre
reumatica e a infeccao pelo estreptococos B-hemolitico, e a sindrome de Guillain —
Barré e o Campylobacter jejuni (BACH, 2005).

b) Ativacao policlonal que ocorre quando virus linfotrépicos infectam células B,
esta infeccao leva a proliferacao de células B causando o aumento da producéo de
anticorpos, resultando no acumulo de complexos imunes circulantes que poderiam
causar dano a tecidos do hospedeiro (FERRI & ZIGNEGO, 2000).

c) Superantigenos virais podem causar rea¢des auto-imunes, pois eles ativam
um conjunto policlonal de células T, sem considerar sua especificidade. Isto ocorre
devido a sua habilidade em ligar-se fora da fenda de ligacdo do complexo de
histocompatibilidade principal de classe Il (MHC Il em inglés) e ao dominio variavel
da cadeia B dos receptores de células T (BARZILAI et al., 2007).

d) A ativacao bystander ocorre quando, depois de uma infeccdo, o aumento da
producéo de citocinas induz a expansao de células T auto-reativas que ja estavam
presentes dentro do proprio organismo do hospedeiro, mas devido ao seu pequeno
namero, eram incapazes de causar uma doenca auto-imune (MURALI-KRISHNA et
al., 1998; WUCHERPFENNIG, 2001).

e) O fenbmeno de clivagem de auto-antigenos por proteases virais poderia
representar outro mecanismo relevante para induzir a auto-imunidade. Um
importante evento no ciclo de vida de muitos virus é a interagdo entre proteases
codificadas por virus e proteinas celulares do hospedeiro. Esta interagdo pode inibir
a traducao e a transcricdo nas células do hospedeiro, permitindo a promocao da
replicacao viral e a liberacao de particulas virais pelas células infectadas. Mas, além

disto, a clivagem pelas proteases virais pode ter outras consequiéncias: a geracao de
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novos epitopos que podem servir de desencadeador para a resposta auto-imune.
Por exemplo, o auto-antigeno La é clivado pela protease 3C do poliovirus, podendo
contribuir para a geragdo de epitopos auto-antigénicos. Entretanto a
imunogenicidade destes fragmentos ainda deve ser formalmente determinada
(GRAHAM & UTZ, 2005).

f) Finalmente, a propagacdo de epitopos ocorre quando, em um estado
inflamatério, ha uma forte ativacdo local de células apresentadoras de antigeno.
Esta ativacdo poderia resultar em um grande processamento e apresentacado de
antigenos, e atracdo de um grande numero de células T com larga faixa de
especificidade, possivelmente contra auto-antigenos. Infecgbes, principalmente
virais, poderiam induzir respostas de auto-imunidade através deste mecanismo
(BACH, 2005).

Em 1998, Pandey & LeRoy propuseram que a infeccdo latente pelo
citomegalovirus (CMV) poderia acelerar as anormalidades vasculares observadas na
esclerodermia. O dano vascular poderia ser resultado direto da infeccao do CMV nas
células endoteliais, onde o virus induz a producéao de citocinas fibrogénicas (fator de
crescimento transformador beta — TGF - B), e colagenase tipo IV que degrada o
colageno tipo IV, principal componente estrutural da membrana basal do endotélio
da microcirculagao.

Para escapar da destruicdo mediada por linfécitos T citotoxicos, o CMV, in
vitro, interfere com a expressao de moléculas do MHC classe |, um elemento central
no reconhecimento de células infectadas por virus. O CMV induz a producdo de
proteinas que parecem agir sequencialmente e sinergicamente obstruindo o
transporte de moléculas de MHC classe | pela célula do hospedeiro, impedindo a
sua expressao. Além disso, o gene UL 18 do CMV codifica uma proteina homologa
ao MHC classe I. O produto do gene UL 18 torna a célula infectada resistente ao
ataque pelas células NK. Estas alteragdes poderiam contribuir para a desregulacao
do sistema imune levando possivelmente a auto-imunidade (PANDEY & LEROY,
1998). Posteriormente Neidhart et al. (1999) descreveram, em pacientes com
esclerose sistémica progressiva, altos niveis de imunoglobulina G (IgG) contra
antigenos do CMV.

Barzilai et al. (2007) em um trabalho de revisdo observaram que existe uma
alta prevaléncia de anticorpos anti-CMV IgM em pacientes portadores de lUpus

eritematoso sistémico, sindrome antifosfolipide, cirrose biliar primaria, esclerose
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sistémica, polimiosite, sindrome de Sjégren e diferentes tipos de vasculite. Assim
como foi observado uma alta prevaléncia de anticorpos anti-CMV IgG em pacientes
com LES. Além disso, foi observado que a infec¢ao pelo CMV, em modelo murino,
poderia levar a anormalidades imunolégicas semelhante aquelas observadas no
LES.

A relacédo entre o parvovirus B19 e as doencas auto-imunes reumatologicas
permanece controversa. A infeccdo aguda pelo B19 poderia simular a artrite
reumatéide (AR) inicial ou o LES. Além disso, ha relatos de AR ou LES que se
desenvolveram logo apds a infeccao pelo B19 (MEYER, 2003).

Em 1999, Trapani et al. relataram 04 casos de infeccao pelo B19 simulando o
lUpus eritematoso sistémico. Estes pacientes apresentavam febre, rash malar, artrite,
mal estar geral e pancitopenia. Em trés casos, apdés 18 meses, houve remissao
completa dos sinais e sintomas. Entretanto, um caso persistiu com doenca ativa e
reativacoes repetidas.

Em um estudo com 72 pacientes lupicos, Hsu & Tsay (2001) observaram uma
maior prevaléncia de parvovirus B19 entre estes pacientes quando comparada aos
controles saudaveis (n=22) e a pacientes portadores de outras doencgas auto-imunes
(artrite reumatoide, cirrose biliar primaria, polimiosite, sindrome de Sjégren e doenca
de Raynaud). Além disso, nos pacientes com lupus foram detectados menos
anticorpos (IgG e IgM) dirigidos ao virus. Desta forma os autores concluiram que a
prevaléncia aumentada da infeccdo pelo B19 nos pacientes lUpicos poderia ser
devido a reducédo dos anticorpos anti-B19 causada ou pelo imunocomprometimento
natural do hospedeiro ou pelo uso de drogas imunossupressoras.

Séve et al, em 2005, em uma revisdo de literatura de todos os casos de
infeccdo pelo B19 associados ou que mimetizavam manifestagdes do LES,
catalogados no PubMed (banco de dados desenvolvido pelo National Center for
Biotechnology Information, mantido pela National Library of Medicine) entre os anos
de 1975 e 2003, encontraram 38 casos. Apds analisarem estes casos, 0os autores
concluiram que a infeccao pelo B19 pode ser clinica e laboratorialmente dificil de
distinguir de um primeiro episédio de LES ou ainda de uma reativacdo de um lupus
prévio. Porém faltam estudos que possam implicar o B19 na patogénese do LES.

A prevaléncia do parvovirus B19 parece também ser mais alta em pacientes
com artrite reumatoide do que em controles. Lundgvist et al. (2005), em um estudo
com 22 pacientes artriticos, encontraram uma freqiéncia mais alta de DNA do
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parvovirus B19 em aspirado de medula 6ssea de pacientes artriticos do que seria
esperado na populacéo geral, baseado em dados da literatura.

Chen et al. (2006), em um trabalho com 79 pacientes com AR e 55 controles,
pesquisaram anticorpos anti-parvovirus B19 IgG e IgM e DNA B19 no plasma e no
liguido sinovial. Foi realizado também imuno-histoquimica para detectar a proteina
viral VP1 do B19 na membrana sinovial e também a genotipagem HLA-DR. Os
autores encontraram uma prevaléncia da infec¢cdo B19 significativamente maior nos
pacientes com AR comparado aos controles. Os autores propuseram ainda que
efeitos sinérgicos entre HLA - DR4 e a infec¢do pelo parvovirus B19 poderiam ter
um papel na susceptibilidade a artrite reumatdide. Entretanto, o significado clinico da
positividade do DNA B19 em pacientes artriticos ainda deve ser interpretado com
cautela.

A infeccao pelo virus Epstein-Barr (EBV em inglés) tem sido associada ao LES
desde a década de 60. A resposta imune contra o EBV e o antigeno nuclear 1 do
EBV (EBNA-1) em particular, foi diferente entre pacientes com LES e em controles
saudaveis. Ao contrario do que se observa nos controles, a resposta imune humoral
ao EBNA -1 dos pacientes lupicos levou a geracdo de anticorpos auto-reativos
persistentes. Estes anticorpos anti-EBNA — 1 foram também capazes de se ligar a
auto-antigenos LES especificos, como Sm e Ro, devido a similaridade estrutural
entre eles. Tem sido demonstrado que o EBNA-1 poderia induzir o surgimento de
auto-anticorpos anti-dsDNA, também via mimetismo molecular (JAMES et al.,2006).

Em 2006, Kosminsky et al. em um trabalho com 66 amostras de sangue
periférico de pacientes lupicos, distribuidos em pacientes com LES em atividade
(n=22) e pacientes com LES inativo (n=44), pesquisaram a presenca e o indice de
avidez de anticorpos anti-EBV IgG. Os autores encontraram uma prevaléncia alta de
infeccdo nos dois grupos, respectivamente 955% e 90,9%, mas nao foi
demonstrada associagéo entre a atividade do LES e a reativacdo do EBV.

Estudos tém demonstrado a capacidade de outros agentes infecciosos de
induzir auto-anticorpos observados no LES. Assim o virus polioma estaria
relacionado aos auto-anticorpos anti-histona e anti-dsDNA; HIV aos auto-anticorpos
anti-Sm, anti-Ro, anti-La, anti-P ribossomal e anti-cardiolipina; Streptococcus
pneumoniae ao anti-dsDNA e as infeccbes pelo Trypanosoma cruzi, Pseudomonas
sp., Candida albicans, Leishmania sp. e Bartonella sp. ao anti-P ribossomal
(RIEMEKASTEN & HAHN, 2005).
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2.9 Lupus eritematoso sistémico

O lupus eritematoso sistémico € uma doenca auto-imune, com grande
namero de apresentacdes clinicas e caracterizado por um curso de surto e
remissdo. Apresenta predilecdo pelo sexo feminino em uma proporcao de 9:1, seu
pico de incidéncia ocorre no final da adolescéncia até os 40 anos. Tende a ser mais
comum e severa em negros e asiaticos quando comparados com brancos. (BUYON
etal.,, 2005).

O LES apresenta um espectro clinico bastante variado, incluindo n&o
somente achados clinicos classicos, mas outras manifestacbes mais raras que
devem ser reconhecidas como parte da doenca. Bezerra et al. (2005) em uma
avaliacao retrospectiva de 164 pacientes portadores de LES, observaram que as
manifestacbes cutdneas (90,2%) foram as manifestacées clinicas mais comuns
nestes pacientes, seguidas pela artrite nao-erosiva (87,2%), alteracdes
hematoldgicas (59,8%) e nefrite (45,1%).

Laboratorialmente, o lUpus é caracterizado pela producao continua de auto-
anticorpos, muitos ainda sem um potencial patogénico comprovado, nao existindo
nenhuma outra doenga auto-imune similar ao LES quanto ao numero observado de
auto-anticorpos. Em uma revisdo, Sherer et al. (2004) descreveram 116 auto-
anticorpos em pacientes lupicos. Estes auto-anticorpos incluiam anticorpos dirigidos
a antigenos nucleares, citoplasmaticos, da membrana celular, das células
sanguineas, das células endoteliais, das células do sistema nervoso central, das

proteinas do plasma e da matriz extracelular, fosfolipidios-associados, entre outros.

2.9.1 Fatores genéticos

O ldpus tem uma prevaléncia de 10,0-12,0% em individuos com pelo menos
um grau de parentesco com pacientes portadores da doenca. A concordancia do
LES entre gémeos dizigéticos € de 2,0-5,0% e entre monozigéticos de 24,0-58,0%.
Apesar de alta, a taxa em gémeos monozigéticos menor que 100,0% sugere que a
susceptibilidade seja multifatorial e envolva também fatores ndo genéticos como os
ambientais e hormonais. Existem evidéncias de que a patogénese e a
susceptibilidade ao LES devam envolver varios genes e alelos de multiplos loci. O
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mapeamento do genoma tem identificado pelo menos 08 regides cromossémicas
com significativa ligacdo com o LES (1923, 1925-31, 1941-42, 2q35-37, 4p16-15.2,
6p11-21, 12924, 16q12—13) que foram confirmadas por coorte individual, sugerindo
que os genes susceptiveis possam ser identificados em cada um destes loci (WONG
& TSAO, 2006).

Assim, a heterogeneidade do LES pode ser interpretada principalmente
devido as diferencas genéticas individuais dos pacientes. Mas estes genes
controladores da susceptibilidade ao LES ainda ndo foram precisamente
identificados provavelmente porque o modelo de susceptibilidade herdado seja
extremamente complexo (SHIRAI & HIROSE, 2006).

No complexo de histocompatibilidade principal, os genes dos antigenos
leucocitarios humanos (HLA), sao altamente polimérficos e tém importantes funcoes
na regulacdo do sistema imune. Associacoes significativas de haplétipos de MHC
classe Il com o LES em estudos com modelos humanos e animais tém sugerido que
genes classe |l teriam um papel na susceptibilidade ao LES. Dentro da regido do
HLA no cromossomo 6p21.31, sdo identificados trés haplotipos classe Il contendo
risco de LES em populacdo caucasiana (DRB1*1501 (DR2)/DQB1*0602,
DRB1*0301), (DR3)/DQB1*0201 e DRB1*0801 (DR8)/DQB1*0402. Pr6ximo de dois
tercos dos pacientes lupicos caucasianos tém pelo menos um destes haplétipos de
risco. Foi confirmada a associacdo do DR2 (DRB1*1501 ou DRB1*1502) em
populacdes asiaticas, DRB1*0301 em populacdes hispanicas; e DR2, DRB1*1503 e
DR3 em afro-americanos. Moléculas de MHC classe Il em células apresentadoras de
antigenos poderiam ligar-se a auto-epitopos. Ou ainda, estas moléculas poderiam
estar envolvidas em anormalidades na selecdao negativa de células T auto-reativas
no timo. Entretanto o papel do MHC classe Il na patogénese do LES ainda nao é
bem compreendido e alguns estudos tém sugerido que os alelos MHC classe |l
estejam mais relacionados ao padrdo de auto-anticorpos apresentados pelos
pacientes do que com a atividade da doenga (WONG & TSAO, 2006).

Dentro da regidao do MCH classe lllI, existem genes que codificam fator de
necrose tumoral (TNF em inglés) a e B, componentes do complemento C2 e C4, e
proteina do choque térmico 70 (hsp70 em inglés), Em particular, TNFs, C2 e C4 tém
sido implicados na susceptibilidade ao LES. Pacientes lupicos com DR2, DQw1 tém
baixos niveis de TNF- a, e tem uma incidéncia aumentada de nefrite lUpica. A
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relacdo entre os genes de TNF e a predisposicdo ao LES, contudo permanece
inconclusiva (WONG & TSAO, 2006).

Os genes dos componentes do complemento dentro do MHC classe Il
incluem C2, C4a, C4b e o fator B. Eles sao importantes na resisténcia a infeccoes
microbianas e na depuragdo de fragmentos apoptéticos que poderiam tornar-se
auto-antigenos (WONG & TSAO, 2006). A deficiéncia homozigbtica destes
componentes do complemento é rara. A deficiéncia de C2 é a mais comum e estima-
se que ocorra em 0,01 a 0,02% da populacao geral. Mas a prevaléncia de
desenvolvimento de LES nestas situagdes € estimada em 75,0% para C4 e 10,0%
para C2 (HARLEY et al., 2006).

2.9.2 Patogenia

A diminuicdo dos niveis de C1q no soro devido ao gene C1q polimérfico
observado em LES humano e murino poderiam diminuir a depuracdo de complexos
imunes, resultando na aceleragcédo da injuria tecidual mediada por imunocomplexos.
Este defeito também diminui a depuracédo de fragmentos apoptéticos e facilita seu
reconhecimento por células dendriticas como uma fonte de antigenos nucleares
para a producao de anticorpos anti-nucleares (SHIRAI & HIROSE, 2006).

Anormalidades nos mecanismos de apoptose sdo conhecidas como
contribuintes para a patogenia do LES. Defeitos nos mecanismos de morte celular
podem levar a falha na eliminacéo de linfécitos B e T auto-reativos, e possivelmente
também de células dendriticas, causando perda da auto-tolerancia. Algumas
pesquisas indicam ainda que ou a producao de restos celulares apoptéticos no LES
seja excessiva, devido a sua depuracao defeituosa, ou que existam diferencas
qualitativas nos restos apoptéticos no lupus em comparacdao aos gerados em
individuos normais. Fragmentos apoptéticos anormais poderiam entdo estimular
células B auto-reativas através da sinalizacéo de receptores toll-like. Desta forma, a
inducao de morte celular apoptética poderia ser um importante mecanismo causador
de dano tecidual em individuos com LES (COHEN, 2006).

Diversos estudos apontam para o papel da protease pro-apoptética
granzima B na quebra da auto-tolerancia no LES. Granzimas sado proteases
citotdxicas liberadas por linfocitos T e células NK. A granzima B tem sido implicada
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na rapida inducdo de apoptose. Defeitos na acdo da granzima B levariam a
clivagem de auto-antigenos produzindo fragmentos auto-antigénicos que nao sao
vistos durante a morte celular caspase-mediada. Estes fragmentos poderiam entédo
desencadear reagdes de auto-imunidade (GRAHAM & UTZ, 2005).

Receptores toll-like, localizados principalmente na membrana citoplasmatica
das células, estdo envolvidos no reconhecimento de varios componentes
microbianos como lipopolissacarideos, lipoproteinas, proteinas bacterianas como a
flagelina, RNA viral e sitios CpG nao-metilados de DNA viral e bacteriano. Sitios
CpG sao regides do DNA onde os nucleotideos citosina e guanina estao dispostos
em uma seqUéncia linear de bases, separados por um radical fosfato.
Dinucleotideos CpG sao metilados por metiltranferases nas células dos organismos
eucaribticos, sendo rara a ocorréncia de sitios CpG nao-metilados nestas células,
mas bastante prevalente no DNA viral e bacteriano. A ativagdo de um desses
receptores toll-like, o TLR9, pode ter um papel importante na ativagdo de células B
auto-reativas. Células apoptoticas poderiam liberar cromatina contendo motivo CpG
nao-metilado do préprio organismo, que entdo poderia se ligar a receptores TLR9
de células B reativas a cromatina. Estas células ativariam entdo outras células B e
células dendriticas, fazendo a ligagdo entre a resposta imune inata e a adaptativa
(ANDERS, 2005).

Embora ndo seja muito bem compreendido, a desregulacdo dos
mecanismos que impedem os linfécitos auto-reativos de responder a auto-antigenos
€ certamente o evento chave na patogénese do LES. Estudos recentes das
moléculas co-estimulatérias tém identificado a existéncia de diversas moléculas
inibitérias e estimulatérias. O balango entre estes sinais inibitorios e estimulatorios é
critico na ativacao de células T. Existem evidéncias que defeitos em moléculas co-
inibitérias como CTLA-4 e PD-1 tenham um papel crucial no desenvolvimento do
LES (SHIRAI & HIROSE, 2006).

2.9.3 Fatores ambientais

O envolvimento de fatores ambientais na patogénese do LES causa uma

complexidade adicional. E bem conhecido que a exposicdo solar intensa assim
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como o estresse emocional e infeccdes podem ser fatores para desencadear crises
(D’CRUZ et al., 2007).

Compostos quimicos tém sido associados ao lupus ou a fendbmenos auto-
imunes. Estes incluem aminas e hidrazinas aromaticas, silica, silicone, cloreto de
vinil, solventes orgéanicos e metais pesados. Entretanto a sua evidéncia é limitada e
freqientemente baseada apenas em relato de casos (EDWARDS, 2005).

Diferengas no metabolismo dos hormdnios sexuais masculinos e femininos
sao pelo menos um dos mecanismos que explicam o predominio feminino do lUpus.
Entre marco de 1996 e junho de 2002, Buyon et al. (2005) conduziram um estudo
randomizado duplo-cego, placebo-controlado com 351 mulheres lUpicas
menopausadas para avaliar o efeito da terapia de reposigao hormonal (TRH) na
atividade da doenca. Estes autores encontraram um risco significativamente maior
de crises leves a moderadas entre as pacientes que utilizaram TRH em relacdo aos
controles, mas n&o de crises graves.

Em geral, um fator ambiental isoladamente nao é suficiente para causar o
lupus. Acredita-se que os fatores ambientais funcionem como desencadeantes para
a doenca em individuos geneticamente susceptiveis. Entretanto, a forma como
ocorre esta interacdo permanece desconhecida (D’CRUZ et al., 2007).

Entre os fatores ambientais, as infec¢des, e em especial as infec¢des virais,
tém despertado o interesse dos pesquisadores. Alguns virus com tropismo por
linfécitos e toxinas bacterianas tém um potencial para ativagao policlonal de células
B e T, inclusive linfécitos auto-reativos. Outros podem causar apoptose de linfécitos
regulatérios ou estimular a inducdo de diversas citocinas que podem desviar as
células T regulatérias para a susceptibilidade ao LES ou levar a progressao das
injurias teciduais. Além disso, 0 mimetismo molecular entre antigenos microbianos
pode estimular linfécitos auto-reativos. Assim, existem muitos relatos de associagao
entre infeccdo microbiana e o lupus, mas nenhuma relacdo exata entre causa e
efeito tem sido definida (SHIRAI & HIROSE, 2006).

Uma explicacdo para isto, seria o fato de que a maioria dos estudos tém
principalmente focado em processos infecciosos no periodo proximo ao inicio do
lipus ou em individuos que ja tem a doenca. A patologia imune que resulta no IUpus
inicia-se muitos anos antes da expressao clinica da doenca. Tem sido demonstrado
que anticorpos anti-nucleares sao detectados até 10 anos antes da apresentacao do
LES (EDWARDS, 2005).
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2.10 TTV e auto-imunidade

Um dos primeiros trabalhos a tentar correlaciona a infeccéo pelo TTV e o
LES foi o de Maggi et al. que em 1999, pesquisaram o DNA do TTV em um grupo de
660 individuos, sendo 221 pacientes de diferentes idades e com diferentes
diagnésticos, os quais tinham o soro estocado no laboratério do Centro de Virologia
da Universidade de Pisa, ltalia, para analise de rotina sorolégica — grupo nao
selecionado. Os outros 439 individuos foram escolhidos com base em um
diagnéstico clinico especifico, entre eles, LES, artrite reumatéide e psoriase. A
prevaléncia da infeccéo viral nestas doencas auto-imunes foi a mesma ou, no caso
da artrite reumatoéide, foi mais baixa que a encontrada para o grupo nao selecionado.
Os autores sugeriram entdo que o TTV nao represente um importante fator para o
desenvolvimento destas doengas.

Chua et al., em 2000, realizaram um trabalho com 123 pacientes, com idade
variando de 01 més a 08 anos (média e mediana de 2,4 e 1,5 anos respectivamente)
e nao conseguiram demonstrar correlacédo entre a infeccéo pelo TTV e a doenca de
Kawasaki.

Em 2001, o TTV foi pesquisado em amostras de soro de 168 pacientes: 84
com esclerodermia, 41 com artrite reumatoide e 43 com osteoartrite. Os controles
foram 122 doadores voluntarios de sangue saudaveis. Nao foi encontrada diferenca
significativa na prevaléncia da infeccao pelo TTV entre individuos portadores de
ostoartrite, esclerose sistémica, artrite reumatdide e controles saudaveis. Este
estudo também observou uma prevaléncia significativamente menor do fator
reumatdide em pacientes com TTV em comparacdo aos nao-infectados, mas nao
houve mudanca no padrdo de auto-anticorpos em pacientes com esclerose
sistémica infectados pelo TTV quando comparado com os nao-infectados.
(SEEMAYER et al., 2001).

Gergely et al. (2005a), pesquisaram o DNA do TTV em 579 individuos,
sendo 211 pacientes lUpicos, 78 parentes de 1° grau saudaveis de portadores de
lupus, 199 doadores saudaveis de sangue e 91 portadores de artrite reumatéide.
Neste trabalho foi encontrada uma prevaléncia significativamente aumentada
(p<0,01) do TTV em pacientes lupicos (120 - 56,87%) em relagdo aos doadores
saudaveis (66 - 33,16%) e em portadores de artrite reumatdide (23 - 25,27%). A
prevaléncia do TTV nos parentes saudaveis de 1° grau de pacientes com lupus



33

(51,3%) foi significativamente mais baixa do que em pacientes lupicos (66,1%), mas
mais alta do que em doadores saudaveis de familias sem lupus (33,9%). Assim
fatores genéticos desconhecidos para LES poderiam também influenciar a infeccéao
pelo TTV.

Neste mesmo trabalho, os autores pesquisaram a possibilidade de uma
reacao imune cruzada entre o auto-antigeno nuclear HRES-1/p28 com antigenos de
infecgbes virais. Anticorpos dirigidos contra o HRES-1/p28 sado detectados em
pacientes com lUpus eritematoso sistémico. Epitopos do HRES-1/p28 mostraram
similaridade a proteinas do TTV e no experimento dos autores todos os 16 soros
que foram reativos ao HRES-1/p28 reconheceram pelo menos um peptideo TTV
especifico. O soro destes pacientes lUpicos apresentaram ainda uma forte afinidade
de ligacdo para um peptideo que mostra similaridade com o auto-antigeno lupico
70k U1 snRNP sugerindo que uma reacgao cruzada do HRES-1/p28 com o TTV e
com o 70k U1 snRBNP poderia contribuir para a geragdo de anticorpos anti-
nucleares.

Em outro trabalho, Gergely et al. (2005b) nao encontraram diferenca
significativa na prevaléncia da infeccdo pelo TTV entre 94 pacientes com miopatia
inflamatéria idiopatica, 95 portadores de artrite reumatdide e em 95 doadores
saudaveis. Mas foi observada uma correlacdo significativa entre pacientes
considerados portadores de miopatia grave (aumento dos niveis de enzimas
musculares, manifestacdes extramusculares e refratariedade a drogas) e a infecgcao
pelo TTV. Este dado poderia provavelmente indicar um fendmeno miosite especifico,
porque o tratamento imunossupressor, severidade ou atividade da doenca nao foram
relacionados a infeccao pelo TTV na artrite reumatéide. Assim, neste caso a
infecgdo pelo TTV poderia ser mais um fator aditivo para o desenvolvimento de uma
doenca mais progressiva e refrataria do que um agente causador direto.

Devido a sua grande distribuicdo geografica e prevaléncia mesmo em
populacdes saudaveis, o TTV tem sido considerado por alguns autores como um
simples comensal. Porém muitos aspectos de sua interacado com o hospedeiro ainda
permanecem desconhecidos e estudos adicionais ainda sdo necessarios para
determinar seu real potencial patogénico (GERGELY et al., 2006).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Determinar a frequiéncia da infeccao pelo Torque Teno Virus (TTV), género
Anellovirus, e sua diversidade genética em pacientes com lUpus eritematoso
sistémico.
3.2 Objetivos especificos

a. Determinar a prevaléncia da infecgéao pelo TTV em pacientes com LES;

b. Determinar a existéncia de associacdo entre a infeccao pelo TTV e o lUpus

eritematoso sistémico.

c. Determinar a prevaléncia de cada genogrupo do TTV nos pacientes com LES

infectados pelo virus.

d. Verificar se ha correlacao entre a infeccdo pelo TTV e as manifestagdes
clinicas e o perfil sorolégico de auto-anticorpos anti-nucleares nos pacientes
com LES.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Amostras

Foram utilizadas nesse trabalho, 46 amostras de soro obtidas
aleatoriamente de pacientes, entre 14 e 51 anos, portadores de lUpus eritematoso
sistémico, atendidos no Ambulatério de Reumatologia do Nucleo do Hospital
Universitario de Campo Grande da Faculdade de Medicina da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul (NHU/FAMED/UFMS). Para os controles, foram
utilizadas 46 amostras de soro, obtidas de doadores de sangue saudaveis do
Hemonucleo do NHU/FAMED/UFMS.

O projeto foi submetido e aprovado pela Comissao de Etica em Pesquisa
(CEP) da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, sob o numero de
protocolo 900/2007 (Anexo A; p.76).

4.2 Selecao de pacientes

Todos os pacientes selecionados deveriam preencher o0s seguintes

critérios:

4 .21 Critérios de inclusio:

e Serem atendidos no Ambulatério de Reumatologia do Hospital Universitario
de Campo Grande da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul (NHU/FAMED/UFMS).

e Apresentar pelo menos 04 dos 11 Critérios de Classificacdo Revisados para
Lapus Eritematoso Sistémico do Colégio Americano de Reumatologia
(HOCHBERG,1997).
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e Concordar em participar da pesquisa apds explicagdo e entendimento da

mesma e assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice A;
p.69)

4 .2.2 Critérios de exclusao:

e Apresentar outras doencas infecciosas associadas, neoplasias malignas ou

outras patologias auto-imunes.

4.2.3 Dados de prontuario

Os seguintes dados dos pacientes selecionados foram pesquisados a

partir de seus prontuarios médicos arquivados no Servico de Arquivamento
Médico do NHU/FAMED/UFMS.

Sexo;

ldade;

Manifestacdes clinicas do LES;

Tempo de doenca;

Presenca de Fator Antindcleo — FAN (técnica de imunofluorescéncia
indireta, substrato células HEp2);

Presenca dos seguintes auto-anticorpos: anti-DNA (imunofluorescéncia
indireta, substrato Crithidia luciliae), anti-Ro, anti-La, anti-Sm, anti-RNP
(técnica de ELISA);

Tratamento prévio e atual.

Estes dados foram entdo registrados em uma Ficha de Avaliacao

desenvolvida pelo autor deste estudo (Apéndice B; p.72).

Para a analise dos resultados, o tratamento dos pacientes foi considerado

como baixa imunossupressdo quando uso de cloroquina e/ou prednisona na dose

de até 20mg/dia. O uso de prednisona (dose acima de 20mg/dia) e/ou azatioprina
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e/ou metotrexate e/ou ciclofosfamida e/ou ciclosporina foi considerado como alta

imunossupressao.

4.3 Extracao de DNA

Para a extragdo do DNA viral a partir do soro foi utilizado o Q/Aamp DNA
Blood Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Alemanha) de acordo com as instrucbes do
fabricante.

Foram pipetados 20,0 pyl de Proteinase K no fundo de um tubo de
microcentrifuga de 1,5 ml. Adicionou-se entdo ao tubo, 200,0 pl de soro e apds
200,0 pl de tampéao AL. A mistura foi homogeneizada por agitacao (Vortex) por 15
segundos. A amostra foi entdo incubada a 56°C por 10 min. O tubo foi centrifugado
rapidamente para remover goticulas da parte inferior da tampa. Adicionou-se 200,0
pl de etanol a 100% na amostra, e homogeneizou-se novamente por agitacao por 15
s. O tubo foi entdo centrifugado rapidamente para remover goticulas da parte inferior
da tampa. A mistura foi colocada em uma coluna fornecida pelo kit dentro de um
tubo coletor de 2,0 ml e centrifugada a 8000 rpm por 1 min. O filtrado foi entao
descartado e a coluna colocada em um novo tubo coletor. Adicionou-se 500,0 ul de
tampao AW2 a mistura e centrifugou-se a 14000 rpm por 3 min. O filtrado foi entdo
novamente descartado e a coluna colocada em um tubo de microcentrifugacao de
1,5 ml. Adicionou-se 200,0 pl de tamp&o AE (10,0 mM Tris - hidroximetilamino
metano, 0.5 mM EDTA - acido etilenodiaminotetraacético; pH 9.0). Incubou-se a
mistura por 1 min a temperatura ambiente e entao foi centrifugada por 8000 rpm por
1 min. O DNA viral extraido foi entdo conservado a -20°C até sua utilizacao.

4.4 Amplificacao do DNA

Foi utilizada a técnica de reagdo de cadeia de polimerase nested (PCR
nested) descrita por Devalle et al. em 2005. Todos os oligonucleotideos utilizados
pela técnica de PCR (T1S e T2S, senso; T1A, T2G1A, T2G2A, T2G3A, T2G4A e
T2G5A, antisenso) utilizados neste trabalho foram descritos por Devalle et al. em
2004 (Anexo B; p.77).
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O DNA viral extraido das amostras de soro foi submetido a uma primeira
fase de PCR onde foram utilizados oligonucleotideos genéricos capazes de
amplificar todas as seqiéncias de TTV humano conhecidos. O oligonucleotideo
iniciador foi determinado para identificar regides genémicas conservadas (UTR)
entre 53 sequéncias completas de nucleotideos de TTV disponiveis no GenBank
(banco de dados genético do Instituto Nacional de Saude do EUA), pertencentes a
todos os cinco grupos genémicos conhecidos.

A primeira reagdo de PCR foi realizada em um volume final de 25,0 pl
contendo 2,5 pl de DNA viral, 0,2 mM de dNTP (desoxirribonucleotideos fosfatados),
3,0 mM de Cloreto de Magnésio (MgCl,), 0,2 uM de cada um dos oligonucleotideos
iniciadores (senso e antisenso) e 0,75 U de Taqg DNA polymerase Platinum
(Invitrogen, Carlsbad, EUA). Depois de uma desnaturacao inicial do DNA por 90 s a
94°C, a amplificacdo foi realizada em 35 ciclos (94°C por 30 s, 59°C por 30s e 72°C
por 3 min e 30s), seguido por uma elongacéo final de 10 min a 72°C.

Os produtos de PCR foram entao submetidos a um segundo PCR. Nesta
fase, cinco ensaios de PCR nested foram desenvolvidos para amplificar
especificamente cada grupo gendmico do DNA do TTV. Para cada ensaio foi
utilizado um oligonucleotideo grupo especifico. Estes oligonucleotideos foram
definidos para identificar segmentos genémico conservados entre isolados do
mesmo grupo gendmico, mas distintos de um grupo para o outro.

A segunda fase do PCR foi realizada com 0,1 pl do produto da primeira
fase, 0,2 uyM de cada oligonucleotideo senso e antisenso e 0,5 U Tag DNA
polymerase Platinum (Invitrogen, Carlsbad, EUA). A desnaturacao foi por 3 min a
94°C, a amplificacao foi realizada em 30 ciclos (94°C por 30s, 59°C por 30s, e 72°
por 1 min e 15 s), seguido por uma elongacao final de 7 min a 72°C. Os produtos de
PCR obtidos através dos cinco ensaios de PCR especificos foram de tamanhos
diferentes para cada grupo: Grupo |: 397 bp (pares de base em inglés); Grupo 2: 700
bp; Grupo 3: 885 bp; Grupo 4: 111 bp; e Grupo 5: 485 bp.

4.5 Eletroforese em gel de agarose

Gel de agarose (2,0%) foi preparado para eletroforese utilizando agarose
ultra-pura (Gibco, EUA) dissolvida em tampao TBE (89,0 mM Tris , 89,0 mM &cido
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bérico, 2,5 mM EDTA; pH 8). A dissolucéo da agarose foi efetuada por aquecimento
em forno de microondas e 0,3 ug/ml de brometo de etideo foram acrescidos. Dez
microlitros do produto de PCR foram misturados a 2,0 pl de tampéao de aplicacéo de
amostra (Ficoll 15%, azul de bromofenol 0,05%, EDTA 0,1 mM, SDS 0,5 % - Dodecil
sulfato de sodio 0,5 %) e a corrida eletroforética foi efetuada a uma tensao constante
de 110 volts por aproximadamente 60min. As bandas de DNA resultantes da

amplificagdo foram entéo visualizadas sob luz ultravioleta.

4.6 Analise estatistica

A relacdo entre TTV e lapus eritematoso sistémico foi avaliada por meio do
teste exato de Fisher. O mesmo teste foi utilizado para avaliar a relagdo entre o
lUpus eritematoso e 0s genogrupos do TTV, entre TTV e os sinais clinicos, entre TTV
e os resultados observados na sorologia e entre TTV e o esquema de tratamento
utilizado. A comparacao do percentual de individuos com TTV positivo entre o grupo
controle e aquele de individuos com LES foi realizada por meio do teste z. Ja a
comparacao entre individuos com TTV positivo e aqueles com TTV negativo, em
relacdo ao tempo de doenca (lUpus eritematoso sistémico) foi realizada por meio do
teste t-student. Os demais resultados das varidveis avaliadas neste estudo foram
apresentados na forma de estatistica descritiva ou na forma de tabelas e graficos
(SHOTT, 1990). A andlise estatistica foi realizada utilizando-se os “Softwares”
SigmaStat, versdo 2.0 e SPSS, versao 13.0, considerando diferencas e relacdes
significativas quando o valor de “p” foi menor que 0,05.



40

5 RESULTADOS

Neste estudo foram avaliados 92 individuos sendo que destes 50,0% (n=46)
eram portadores de lUpus eritematoso sistémico e 50,0% (n=46) eram individuos néo
portadores desta afeccao reumatica, ou seja, do grupo controle.

A idade dos individuos que apresentavam LES variou entre 14 e 51 anos,
sendo a idade média de 31,8+9,4 anos (médiatdesvio padrdo da média). Em relacao
ao sexo, 95,7% (n=44) eram do sexo feminino, enquanto apenas 4,3% (n=2) eram
do sexo masculino.

O tempo de doenca dos individuos com lUpus eritematoso sistémico variou
entre 1 e 17 anos, sendo o tempo médio de 6,0+4,1 anos.

Entre os individuos portadores de LES (n=46), 37,0% (n=17) apresentavam
TTV positivo e 63,0% (n=29) apresentavam TTV negativo. Ja entre os individuos do
grupo controle, apenas 15,2% (n=7) apresentavam TTV positivo, enquanto 84,8%
(n=39) apresentavam TTV negativo. Houve uma relagao significativa entre lGpus
eritematoso sistémico e TTV (teste exato de Fisher, p=0,02), sendo que o percentual
de individuos com TTV positivo nos portadores de lapus eritematoso foi
significativamente maior do que o observado para aqueles do grupo controle (teste

z, p=0,03). Estes resultados estéo ilustrados na Figura 2.
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Figura 2 - Gréfico ilustrando a freqliéncia relativa de individuos, em relacdo ao TTV e ao lUpus
eritematoso. Cada coluna representa o valor percentual. * Diferenca significativa em relacdo aos
individuos do grupo controle (teste z, p=0,03).
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O tempo de doenca dos individuos que apresentavam TTV positivo foi de
6,10£3,89 anos, enquanto que o daqueles que apresentavam TTV negativo foi de
5,88%4,72 anos. Nao houve diferenca significativa entre os individuos com TTV
positivo e aqueles com TTV negativo, em relacdo ao tempo de doenca (teste t-
student, p=0,86).

Entre os individuos com ldpus eritematoso e TTV positivo (n=17), 41,2%
(n=7) apresentavam TTV do genogrupo G1, nenhum (0,0% - n=0) apresentava TTV
do genogrupo G2, 41,2% (n=7) apresentavam TTV do G3, outros 41,2% (n=7)
apresentavam TTV do G4 e finalmente outros 41,2% (n=7) apresentavam TTV do
genogrupo G5.

Dos sete individuos do grupo controle e que apresentavam TTV positivo,
nenhum deles apresentavam TTV do genogrupo G1 e nem do G2. Por outro lado,
42,9% (n=3) deles apresentavam TTV do genogrupo G3, 57,1% (n=4) apresentavam
TTV do G4 e apenas um individuo (14,3%) apresentava TTV do genogrupo G5.

Dos individuos do grupo controle e TTV positivo (n=7), 85,7% (n=6)
apresentavam TTV de apenas um genogrupo e apenas um dos individuos (14,3%)
apresentava TTV de dois genogrupos. Ja entre os individuos com lUpus eritematoso
e TTV positivo (n=17), 52,9% (n=9) apresentavam TTV de apenas um genogrupo,
enquanto os demais (n=8 — 47,1%) apresentavam TTV de mais de um genogrupo.
Especificamente, 35,3% (n=6) apresentavam TTV de dois genogrupos, um individuo
(5,9%) apresentava TTV positivo de trés genogrupos, outro (5,9%) apresentava TTV
positivo de quatro genogrupos e nenhum dos individuos apresentava TTV positivo
dos cinco genogrupos. Os resultados referentes ao TTV dos individuos com LES
estdo apresentados na Tabela 1. Nao houve relacdo entre ter ou nao lupus
eritematoso e a quantidade de genogrupos TTV positivos observados (teste exato de
Fisher, p=0,19).

De forma geral, em relacdo aos sinais clinicos pesquisados entre os
individuos que apresentavam LES (n=46), 87,0% (n=40) apresentavam artrite,
80,4% (n=37) apresentavam fotossensibilidade, 73,9% (n=34) deles apresentavam
eritema malar, 60,9% (n=28) apresentavam manifestacbes hematoldgicas, 58,7%
(n=27) apresentavam Uulcera oral ou nasal, 54,3% (n=25) apresentavam
manifestacbes renais, 32,6% (n=15) apresentavam serosites, 8,7% (n=4)
apresentavam lesdo cutanea discoide e 6,5% (n=3) apresentavam manifestacdes
neurolégicas. Estes resultados estdo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 1 - FreqUéncia relativa e absoluta de individuos com IUpus eritematoso,

de acordo com a positividade do TTV e o seu genogrupo - 2009

TTV (n=46)
Positivo 37,0% 17
Negativo 63,0% 29
Genogrupo TTV positivo (n=17)
G1 41,2% 7
G2 0,0% 0
G3 41,2% 7
G4 41,2% 7
G5 41,2% 7
Genogrupo TTV positivo (n=17)
1 genogrupo 52,9% 9
2 genogrupos 35,3% 6
3 genogrupos 5,9% 1
4 genogrupos 5,9% 1

5 genogrupos 0,0% 0



43

Tabela 2 - Freqléncia relativa e absoluta de individuos com IUpus eritematoso,

de acordo com o sinal clinico observado - 2009

Artrite 87,0% 40

Fotossensibilidade 80,4%
Eritema malar 73,9%
Manifestacao

hematoldgica 00.9%
Ulcera oral ou nasal 58,7%
Manifestacao renal 54,3%
Serosites 32,6%
Les&do cutanea discéide 8,7%
Manifestacado neuroldgica 6,5%

37

34

28

27

25

15

Nao houve relagéo entre TTV e cada um dos sinais clinicos (eritema malar,

lesdo cutanea discoéide, fotossensibilidade, Ulcera oral ou nasal, artrite, serosites,

manifestacdo renal, manifestacdo neurolégica e manifestacdo hematoldgica)

avaliados neste estudo (teste exato de Fisher, p variando entre 0,07 e 1,00). Estes

resultados estao apresentados na Tabela 3 e ilustrados na Figura 3.



Tabela 3 - FreqUéncia relativa e absoluta de individuos com lUpus eritematoso,

de acordo com o sinal clinico observado e sua relagdo com o TTV - 2009
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Eritema
Sim 41,2% (n=14) 58,8% (n=20)

0,49 NS
Nao 25,0% (n=3) 75,0% (n=9)
Lesao cutanea discoide
Sim 50,0% (n=2) 50,0% (n=2)

0,62 NS
Nao 35,7% (n=15) 64,3% (n=27)
Fotossensibilidade
Sim 37,8% (n=14) 62,2% (n=23)

1,00 NS
Nao 33,3% (n=3) 66,7% (n=6)
Ulcera
Sim 44,4% (n=12) 55,6% (n=15)

0,24 NS
Nao 8,9% (n=04) 0,0% (n=00)
Artrite
Sim 37,5% (n=15) 62,5% (n=25)

1,00 NS
Nao 33,3% (n=2) 66,7% (n=4)
Serosite
Sim 33,3% (n=5) 66,7% (n=10)

1,00 NS
Nao 38,7% (n=12) 61,3% (n=19)
Manifestacao renal
Sim 24,0% (n=6) 76,0% (n=19)

0,07 NS
Nao 52,4% (n=11) 47,6% (n=10)
Manifestacao neuroldgica
Sim 66,7% (n=2) 33,3% (n=1)

0,55 NS
Nao 34,9% (n=15) 65,1% (n=28)
Manifestacao hematologica
Sim 39,3% (n=11) 60,7% (n=17)

0,76 NS

Nao

33,3% (n=6)

66,7% (n=12)

Os dados estdo apresentados em freqiliéncia relativa (freqliéncia absoluta); NS=relagdo nao
significativa; Valor de “p” no teste exato de Fisher.
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Figura 3 - Grafico ilustrando a freqiiéncia relativa de individuos, em relacdo ao TTV e aos sinais
clinicos dos individuos com llpus eritematoso. Cada coluna representa o valor percentual.

Entre outras manifestac¢des clinicas avaliadas neste estudo, 37,0% (n=17)
dos individuos LES apresentavam anemia ndo hemolitica, 30,4% (n=14) deles
apresentavam alopécia, 23,9% (n=11) apresentavam fenémeno de Raynaud, 19,6%
(n=9) apresentavam vasculite cutanea, 17,4% (n=8) apresentavam cefaléia, 10,9%
(n=5) apresentavam livedo reticular, 4,3% (n=2) apresentavam miopatia inflamatéria
e foram observadas em apenas um paciente (2,2%) as seguintes manifestagdes
clinicas: neuropatia motora, eritema nodoso, vasculite do sistema nervoso central
(SNC), osteonecrose, poliadenomegalia, lesdo valvar cardiaca e vasculite digital. Os
resultados referentes as outras manifestacées clinicas dos individuos com lUpus

eritematoso estdo apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4 - FreqUéncia relativa e absoluta de individuos com IUpus eritematoso,

de acordo com outros sinais clinicos observados no estudo - 2009

Anemia ndo hemolitica 37,0% 17
Alopécia 30,4% 14
Raynaud 23,9% 11
Vasculite cuténea 19,6% 9
Cefaléia 17,4% 8
Livedo reticular 10,9% 5
Miopatia 4,3% 2
Neuropatia motora 2,2% 1
Eritema nodoso 2,2% 1
Vasculite do SNC 2,2% 1
Oesteonecrose 2,2% 1
Poliadenimegalia 2,2% 1
Lesé&o valvar 2,2% 1
Vasculite digital 2,2% 1

SNC: Sistema Nervoso Central

Em relacao a sorologia, 76,1% (n=35) dos individuos com lupus eritematoso
sistémico apresentavam fator antindcleo (FAN) positivo, 56,5% (n=26) apresentavam
anticorpo anti-DNA, 47,8% (n=22) deles apresentavam anticorpo anti-Ro, 15,2%
(n=7) apresentavam anticorpo anti-Sm, outros 15,2% (n=7) apresentavam anticorpo
anti-La e 13,0% (n=6) apresentavam anticorpo anti-RNP. Os resultados referentes a

sorologia dos individuos com LES estdo apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5 - FreqUéncia relativa e absoluta de individuos com Ilupus
eritematoso, de acordo com a sorologia observada - 2009

Fator antindcleo (FAN)

Sim 76,1% 35
Nao 17,4% 8
Sem informacao 6,5% 3

Anticorpo anti-DNA

Sim 56,5% 26
Nao 34,8% 16
Sem informacéao 8,7% 4

Anticorpo anti-Sm

Sim 15,2% 7
Nao 78,3% 36
Sem informacéao 6,5% 3

Anticorpo anti-Ro

Sim 47,8% 22
Nao 47 ,8% 22
Sem informacao 4,3% 2

Anticorpo anti-La

Sim 15,2% 7
Nao 80,4% 37
Sem informacéao 4,3% 2

Anticorpo anti-RNP
Sim 13,0% 6
Néo 78,3% 36

Sem informacao 8,7% 4
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Nao houve relacédo entre TTV e FAN (teste exato de Fisher, p=0,23). Da
mesma forma, ndo houve relacdo entre TTV e os auto-anticorpos (anti-DNA, anti-
Sm, anti-Ro, anti-La e anti-RNP) avaliados neste estudo (teste exato de Fisher, p
variando entre 0,12 e 1,00). Estes resultados estdo apresentados na Tabela 6 e

ilustrados na Figura 4.

Tabela 6 - Freqliéncia relativa e absoluta de individuos com IUpus eritematoso,

de acordo com a sorologia observada e sua relagdo como TTV - 2009

Fator antinucleo (FAN)

Positivo 34,3% (n=12) 65,7% (n=23)

_ 0,23 NS
Negativo 62,5% (n=5) 37,5% (n=3)
Anticorpo anti-DNA
Positivo 30,8% (n=8) 69,2% (n=18)

0,12 NS
Negativo 56,3% (n=9) 43,8% (n=7)
Anticorpo anti-Sm
Positivo 14,3% (n=1) 85,7% (n=6)
0,22 NS

Negativo 44 4% (n=16) 55,6% (n=20)
Anticorpo anti-Ro
Positivo 31,8% (n=7) 68,2% (n=15)

, 0,38 NS
Negativo 45,5% (n=10) 54,5% (n=12)
Anticorpo anti-La
Positivo 14,3% (n=1) 85,7% (n=6)

, 0,22 NS
Negativo 43,2% (n=16) 56,8% (n=21)
Anticorpo anti-RNP
Positivo 33,3% (n=2) 66,7% (n=4)

, 1,00 NS
Negativo 41,7% (n=15) 58,3% (n=21)

Os dados estdo apresentados em freqliéncia relativa (freqliéncia absoluta); NS=relagdo nao
significativa; Valor de “p” no teste exato de Fisher.
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Figura 4 - Gréfico ilustrando a freqliéncia relativa de individuos, em relagdo ao TTV e a sorologia dos
individuos com lUpus eritematoso. Cada coluna representa o valor percentual.

Em relagao ao tratamento para LES, 28,3% (n=13) dos individuos estavam
sendo submetidos a imunossupressao baixa, enquanto que os demais (71,7% -
n=33) estavam sendo submetidos a imunossupressao alta.

Entre os individuos com ldpus eritematoso e que apresentavam TTV
positivo (n=17), 17,6% (n=3) estavam sendo tratados com imunossupressao baixa e
82,4% (n=14) estavam sendo submetidos a imunossupressao alta. J&4 entre os que
apresentavam TTV negativo (n=29), 34,5% (n=10) estavam sendo tratados com
imunossupressao baixa e 65,5% (n=19) com imunossupressdo alta. Nao houve
relacdo entre o esquema de tratamento utilizado e o TTV (teste exato de Fisher,

p=0,32). Estes resultados estdo apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7 - Frequéncia relativa e absoluta de individuos com lUpus

eritematoso, de acordo com seu grau de imunossupressao e sua relagdo com

oTTV-2009

Alta 82,4% (n=14)  65,5% (n=19)
Baixa 17,6% (n=3)  34,5% (n=10)

0,32 NS

Os dados estdo apresentados em freqiiéncia relativa (freqiéncia absoluta); NS=relagdo nao
significativa; Valor de “p” no teste exato de Fisher.
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6 DISCUSSAO

Neste estudo encontramos um predominio de mulheres (95,7% - n=44) em
idade fértil (idade média 31,87+9,44anos). Este dado estd de acordo com o
encontrado na literatura onde a relagdo entre mulheres e homens é estimado em
9:1. Esta desproporcdo entre os sexos levanta a possibilidade da acdo hormonal
sobre a patogénese da doenca. Alguns trabalhos associam um risco relativo
aumentado para o desenvolvimento e agravamento da doenca em mulheres que
fazem uso de anticoncepcionais orais (ACO) e terapia de reposicao hormonal (TRH)
contendo horménio estrégeno em relacdo a mulheres que nunca fizeram uso deste
hormonio exégeno (D’CRUZ et al., 2007).

Foi encontrada neste trabalho uma prevaléncia de infeccao pelo TTV mais
baixa que a relatada na literatura (ABE et al., 1999; PRESCOTT et al., 1999) seja
nos pacientes lupicos (37,0% - n=17), seja nos controles (15,2% - n=7).

Para a deteccao do DNA viral, sdo criticos os métodos de extracao do DNA
e a regidao do genoma viral reconhecido pelos oligonucleotideos iniciadores
utilizados na técnica de PCR (VASCONCELOQOS et al., 2001).

Devido a grande variabilidade genética do TTV, a escolha do segmento de
DNA viral que servira de alvo para sua amplificacdo tem um enorme impacto na
sensibilidade do método de PCR. Assim os primeiros protocolos de PCR utilizavam
oligonucleotideos que reconheciam a regido N22 da ORF1. Posteriormente foram
desenhados oligonucleotideos dirigidos para a regidao UTR que é a mais conservada
do genoma viral. Com isso houve um grande aumento da sensibilidade do método
em questdo (BENDINELLI et al., 2001).

Os primeiros estudos japoneses realizados utilizavam amplificagédo por PCR
baseados na regidao N22 dentro da ORF1 do genoma viral e a infecgéo pelo TTV era
encontrada em aproximadamente 12% dos doadores de sangue (OKAMOTO et al.,
1998). Apods o inicio do uso de PCR com oligonucleotideos homélogos a regidao UTR
uma freqliéncia muito maior (92%) foi encontrada em individuos japoneses
saudaveis (BASSIT et al., 2002).

De Paula (2003), ao comparar 04 métodos diferentes de extragcdo de RNA
do virus da hepatite A (VHA) em amostras de soro e fezes, concluiu que os métodos

que utilizam fenol-cloroférmio sdo mais eficientes para extracdo de RNA viral em
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amostras de soro, enquanto que os métodos que utilizam a guanidina sdo mais
eficientes em amostras fecais. Embora o TTV seja um DNA virus, esta observacao
talvez seja vélida e possa explicar a baixa prevaléncia encontrada, uma vez que o
QIAamp DNA Blood Mini Kit utilizado neste trabalho nao contém fenol-cloroférmio
mas utiliza guanidina.

Niel et al. (1999) utilizando método de extragdo de DNA a base de fenol-
cloroférmio encontraram uma prevaléncia de infeccao pelo TTV em doadores de
sangue normais de 62% (n=45) e 71% (n=37) em paciente com hepatite ndo A-C.
Devalle et al., em 2004, utilizando os mesmos oligonucleotideos utilizados neste
estudo e com método de extracao de DNA a base de fenol-cloroférmio encontraram
uma prevaléncia de 46% (n=11) em doadores de sangue.

Encontrou-se neste estudo uma associacdo estatisticamente significativa
entre o lUpus eritematoso sistémico e a infeccdo pelo TTV. Este resultado esta de
acordo com o resultado dos trabalhos de Gergely et al. (2005a), mas em desacordo
com o encontrado por Maggi et al. em 1999.

Desta forma, o virus Torque Teno ao infectar individuos susceptiveis pode
ser um fator desencadeante para o desenvolvimento do LES e varios poderiam ser
0s meios pelos quais o virus levaria ao LES.

Shirai et al. (2006) relataram que virus com tropismo por linfécitos, como o
TTV, tém um potencial para ativagao policlonal de células B e T, inclusive linfécitos
auto-reativos. Assim, o TTV causaria uma ativagdo bystander de células auto-
reativas que ja estariam presentes no hospedeiro, mas que devido ao seu numero
reduzido ou a sua baixa atividade eram incapazes de produzir doenca.

Ao infectar as células do hospedeiro, muitos virus, através da agao de suas
proteases, alteram o metabolismo destas (GRAHAM & UTZ, 2005). Apds infectar
células do sistema imunoldgico, como macrofagos e células T, o TTV poderia
interferir como o processamento e a apresentacdo de antigenos, gerando novos
epitopos que poderiam servir de desencadeantes para a auto-imunidade. Poderia
ainda, semelhantemente ao que ocorre com o CMV (PANDEY & LEROQY, 1998),
interferir com a expressdo de moléculas de MHC classe |. Desta forma o TTV
poderia estimular a inducdo de diversas citocinas que podem desviar as células T
regulatérias para a susceptibilidade ao LES.

Foi observada em alguns isolados de TTV, a presenca de uma proteina com
potencial apoptdtico (KOOISTRA et al., 2004). Anormalidades na apoptose poderiam
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levar a perda de linfécitos regulatérios essenciais para o controle da auto-imunidade.
Ou ainda a producao excessiva de restos apoptoéticos, ou mesmo a producédo de
restos apoptoéticos qualitativamente diferentes devido a apoptose anormal,
associadas a depuracao defeituosa geneticamente mediada ou induzida pelo virus
poderiam estimular células B auto-reativas via receptores toll-like.

Além disso, o mimetismo molecular entre antigenos do TTV e auto-
antigenos poderia estimular linfécitos auto-reativos, sinalizando para o
desenvolvimento de uma resposta de auto-imunidade. Gergely et al. (2005a)
observaram a resposta cruzada entre o auto-antigeno nuclear HRES-1/p28,
peptideos especificos do TTV e o auto-antigeno lupico 70kU1 snRNP. Mas o
significado clinico desta resposta ainda nao foi estabelecido.

Deve-se ressaltar que o TTV poderia utilizar mais de um meio para
desenvolver a auto-imunidade. Mas que ainda serdo necessarios outros trabalhos a
fim de determinar o real potencial patogénico do TTV dentro do sistema imune, sua
capacidade de induzir uma resposta auto-imune e produzir llpus eritematoso
sistémico em individuos geneticamente predispostos.

A associacdao encontrada entre a infeccéo pelo TTV e o LES poderia, no
entanto, ser decorrente da imunossupressao provocada pelo seu tratamento, a base
de corticoesterdides e imunossupressores, tais como, azatioprina e ciclofosfamida.
Neste caso deveriamos considerar a infecgcdo pelo TTV como uma infecgcéao
oportunista. A relacdo entre a infeccao pelo TTV e o grau de imunossupressao dos
pacientes foi avaliada e nao houve diferenca estatistica significativa entre os
individuos que apresentavam alta e baixa imunossupressdo. Apesar deste dado
sugerir ndo haver relacédo entre a imunossupressao e a infeccao pelo TTV, ele deve
ser considerado com cautela, pois um dos grupos (TTV positivo submetido a
imunossupressao baixa) apresentou um namero muito baixo de individuos (n=3), o
que dificulta a avaliacdo estatistica. Trabalhos adicionais com numero maior de
pacientes e com um grupo de pacientes lUpicos que ainda nao iniciaram o
tratamento imunossupressor seriam necessarios para confirmar este dado.

Niel et al., em 2000, sugeriram ser comum, no Brasil, a co-infec¢cdo entre
varios gendtipos de TTV. Apesar disto, em nosso trabalho a maioria dos individuos
infectados pelo TTV, seja do grupo controle, seja do grupo com LES, apresentou
infeccdo por apenas um genogrupo (respectivamente 85,1% e 52,9%). Nao havendo
diferenca estatistica entre estes dados.
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A freqUéncia de infeccbes mistas entre os pacientes lupicos foi de 47,1%
(n=8), portanto superior aos 29% encontrados entre os pacientes portadores de HBV
e inferior aos 71% observados nos pacientes HIV-1 (DEVALLE & NIEL, 2004).

Entre os pacientes lupicos todos 0s genogrupos foram encontrados exceto o
genogrupo 2, que juntamente com o genogrupo 4 sdo os menos comuns do TTV no
Brasil, segundo Devalle & Niel (2004). Estes autores encontraram ainda um
predominio do genogrupo 5 (46%), seguido pelo 3 (43%) e 1 (35%), diferentemente
do observado neste trabalho onde nao houve diferenca estatistica entre os 04
genogrupos restantes (41,2%).

Neste trabalho as seis manifestacbes clinicas do IUpus mais prevalentes
foram: artrite (87,0%, n=40), fotossensibilidade (80,4%, n=37), eritema malar (73,9%,
n=34), alteracbes hematoldgicas (60,9%, n=28), ulceras orais ou nasais (58,7%,
n=27) e alteragdes renais (54,3%, n=25). Semelhante ao que foi observado por
Bezerra et al. (2005). Nao houve relagéo estatisticamente significativa entre TTV e
cada um dos sinais clinicos avaliados neste estudo. Porém as manifestacdes
neuroldgicas apresentaram uma freqléncia maior nos individuos TTV positivos,
enquanto que as outras manifestacdes , principalmente as renais, predominaram
entre os individuos TTV negativos .

A positividade do FAN foi menor entre os pacientes deste trabalho (76,1%),
quando comparada ao estudo realizado em 2005 por Bezerra et al. (97%). Mas a
freqiéncia de anti-DNA (56,5%) e anti-SM (15,2%), foi maior que a observado por
estes autores, respectivamente 33,9% e 10,8%. Da mesma forma, ndo houve
relacdo estatisticamente significativa entre TTV e os auto-anticorpos nucleares
avaliados neste estudo, mas o FAN e todos os outros auto-anticorpos avaliados
apresentaram uma freqiiéncia maior nos individuos TTV negativos.

Seemayer et al., em 2001, discutiu que infec¢des virais poderiam, ao alterar
a resposta imunoldgica de seus hospedeiros, modificar o perfil clinico e sorolégico
das doencas auto-imunes. Em 2005b, Gergely et al. observou que individuos
infectados pelo TTV pareciam desenvolver uma miopatia inflamatéria mais grave e
refrataria ao tratamento sendo, portanto um fator de pior prognéstico.

Embora neste estudo ndo tenha sido encontrado diferenca estatisticamente
significante entre os perfis clinico e soroldgico de individuos lUpicos infectados e néo
infectados pelo TTV, estudos adicionais com um ndimero maior de individuos serdo

necessarios para confirmar este dado.
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7 CONCLUSOES

a. A frequiéncia da presenca do TTV em pacientes com LES foi de 37% (n=17).

b. Existe uma correlagédo estatisticamente significativa entre a infeccéo pelo TTV

e o lupus eritematoso sistémico.

c. A prevaléncia dos genogrupos de TTV nos pacientes lupicos foi de 41,2%
para o genogrupo G1, nenhum para o G2, 41,2% para o G3, 41,2% para o
G4 e 41,2% para o G5.

d. As manifestacdes clinicas e o perfil sorolégico dos pacientes lUpicos nao

diferiram estatisticamente entre os infectados e os n&do-infectados pelo TTV.
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APENDICES

APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Termo de consentimento livre e esclarecido

1- Numero de Registro:

2- Dados sobre a pesquisa clinica

Titulo da Pesquisa: Prevaléncia, Diversidade Genética e Antigenicidade de
Anellovirus em Pacientes Portadores de Artrite Reumatdide e em Portadores de
Lupus Eritematoso Sistémico.

Pesquisadores:

Prof. Dr. Izaias Pereira da Costa — Coordenador da pesquisa.

Marcio Reis da Costa — Mestrando

3- Explicacdes para o voluntario ou seu representante legal sobre a pesquisa

Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa. Vocé precisa decidir se
quer participar ou nao. Por favor, ndo se apresse em tomar a decisdo. Leia
cuidadosamente o que se segue e pergunte ao responsavel pelo estudo qualquer
davida que tiver.

Por que o estudo esta sendo feito?

Algumas doengas reumaticas, entre elas o Lupus Eritematoso Sistémico e a Artrite
Reumatoide, apesar de todo o conhecimento acumulado nos ultimos anos, nao tem
sua causa totalmente conhecida. Recentemente foi descoberto um novo virus no
Japao, chamado TTV, alguns estudos mostram que ele pode ser responsavel por
algumas doencas. Nosso estudo tem como objetivo pesquisar se esse virus ou

algum virus da familia dele pode desencadear o Lupus ou a Artrite Reumatdide.
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Quem participara do estudo? Quais sao meus requisitos?

Poderao participar deste estudo pessoas que preencham critérios diagndsticos, ou
seja, que tenham diagnéstico comprovado, para artrite reumatdide ou lUpus

eritematoso sistémico.

Quem nao pode ou nao deve participar deste estudo?

Pessoas que possuam problemas de salde como doencas infecciosas crbnicas (de
longa data), cancer, exame positivo para sifilis.

O que serei solicitado a fazer?

Vocé sera submetido a um exame médico de rotina e a uma série de exames de

sangue.

Quais prejuizos ou agravos podem acontecer comigo se eu participar deste
estudo?

Vocé podera sentir dor no local da picada da agulha durante a coleta de sangue

para os exames.

Quais beneficios posso esperar?

A melhor compreensdo da causa dessas doencas pode futuramente levar os

médicos a desenvolver tratamentos mais eficientes e com menos efeitos colaterais.

Caso seja detectada na amostra de seu sangue a presenca do virus TTV ou de
algum virus da familia dele, vocé sera informado, e se for necessario sera iniciado
tratamento especifico. E importante destacar que sua participacdo neste trabalho
nao sera remunerada de forma alguma.
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Quem podera ver os meus registros/respostas e saber que eu estou
participando do estudo?

Se vocé concordar em participar do estudo, seu nome e identidade serdo mantidos
em sigilo. A menos que requerido por lei, somente o pesquisador, seu médico, a
equipe do estudo e o Comité de Etica independente terdo acesso as suas

informacdes.
Eu posso recusar a participar ou pedir para sair do estudo?

Sua participacdo no estudo é voluntaria. Vocé pode decidir participar ou ndo do
estudo e, inclusive, desistir a qualguer momento. Neste caso vocé nao perdera
nenhum beneficio ao qual tem direito e nem sera proibido de participar de novos
estudos.

Em caso de duvidas adicionais entrar em contato com:

e Prof. Dr. lzaias Pereira da Costa — fone: 9985 — 7208 ou Marcio Reis da
Costa — fone: 9216 — 07 21, ou ainda na sala do Servico de Reumatologia
do Departamento de Clinica Médica - HU, localizado no Hospital
Universitario, na Avenida Senador Filinto Muller, s/n, CEP: 79056-010,
bairro Ipiranga, Campo Grande — MS, fone: 3345-3203.

e Comité de Etica e Pesquisa: 3345 - 7187

Declaro que li este formulario de consentimento, todas as minhas duvidas

foram esclarecidas e que sou voluntario a tomar parte neste estudo.

Assinatura do VOIUNTAINO. ..c..eeee e, Data:..ccccoveeeeiieenn..

Assinatura do PesqUISAON............uuuuuiiiiiiiiiieiiieeeee e Data:....cccoeeveeeeeenn.

TS tOMUNNA. . e Data:..cccoeveeeeeeenn..



APENDICE B - Ficha epidemioldgica.

amostra N°

FICHA EPIDEMIOLOGICA/LES

I. IDENTIFICACAO Data de coleta da amostra (soro): / /
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1. Prontuario: .1.a) Iniciais:
2. Sexo: feminino masculino3. Idade:
4. Cidade: 5. Naturalidade:

7. Escolaridade:

II. DADOS COMPLEMENTARES
1. Critérios ACR:

A) Eritema malar:

B) Les&o cut. discoide:

)
C) Fotossensibilidade:

D) Ulcera oral ou nasofaringeana;

E) artrite n-erosiva (2 ou +):

)
F)

Serosite (onde?):

G) Acometimento renal* (qual?):

H) Convulsao ou psicose:

[) Alteracao hematolégica* (qual?):

J)FAN: . Titulo: . Padréao:

L) Alteragcbes imunolbgicas:

L1)anti-DNA: . Ou,

L2)anti-SM: . Ou,

L3)Anticoagulante lupico: . anticardiolipina IgG:_____. IgM:
VDRL:___ . FTABS:____ . (falso positivo)
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2. Outras manifestacoes clinicas:
3. anti-RO:___. anti-La:__. anti-RNP:___.Outros auto-anticorpos:
4. Outras doengas presentes:
5. Data do primo diagnéstico: / /
6. Paciente tratado: sim nao
6.1 Se sim, tratadodesde: _/ / ou___ (anos) __ (meses) __ (dias).

7. Tratamento atual:

8. Uso prévio de outros imunossupressores? Quais?

9. Outros medicamentos em uso

10. Paciente submetido a:

Transfusao Drogas injetaveis Hemodialise Cirurgia
Doador Transplante Acupuntura Piercing
Tatuagem  Acidente percutaneo Transm. Vertical

Rel. sex desprotegida

10.1 se sim para alguma resposta, ha quanto tempo?

e Acometimento renal®: poteindria persistente: ( 0,5g/d ou 3+) ou cilindros celulares;
e Alteracdes hematoldgicas*: anemia hemolitica com reticulocitose, ou leucopenia (< 4000), ou
linfopenia (< 1500), ou trombocitopenia (<100.000).
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ANEXOS

ANEXO A — Carta de Aprovacido do Comité de Etica em Pesquisa/ CEP/ UFMS

VAN

Universidade Federal de Mato Grosso do Sul lr‘%\\\

Comité de Etica em Pesquisa /CEP/UFMS Vs
\“,’/

Carta de Aprovagdo

A minha assinatura neste documento, atesta que o protocolo n° 900 do
Pesquisador Izaias Pereira da Costa intitulado “Prevaléncia, diversidade e
antigeniciade de Anellovirus em pacientes portadores de Artrite Reumatéide e Lupus
Enitrematoso Sistémico, e o seu Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, foram
revisados por este comité e aprovados em reunido ordindria no dia 31 de maio de 2007,

encontrando-se de acordo com as resolucies normativas do Ministério da Saude.

e Pimentel Martins

tica em Pesquisa da UFMS

Campo Grande, 31 de maio de 2007.

Comité de Etica da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
http://www.propp.ufms.brfbicetica/cep/

bioetica@propp.ufms br
fone 0XX67 345-7187




ANEXO B - Oligonucleotideos iniciadores utilizados neste estudo

Oligonucleotideos iniciadores utilizados neste estudo - 2009
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iniciador Polaridade Sequéncia de nucleotideos (5’ a 3’) I(:i)g;iggg referéncia) g:aun%omico
Universal

1S Senso CCGDAGGTGAGYTTACACACCG 1?T°A"‘;§g; 1-5
T1A Antisenso  AGGCCYTATGGCGAAGTCTGG 33(7T2A32$§§32 1-5
T2S Senso AGTCAAGGGGCAATTCGGGC 2?'I§Aa2$§)2 1-5
Grupo-especifico

T2GIA  Antisenso CCATAGGCCATGGTGCTCKATC 5?&2%? 1
T2G2A  Antisenso  GTGGTRCCCGTTCCACAGAT 89(;&3;8 2
T2G3A  Antisenso  CCTGTATCTGGCCAGGTCTAG 1 (osssNaB1Ao’\?)3 3
T2G4A  Antisenso CGGCGGTCTCCACGGCAT 3(130%83)2 4
T2G5A  Antisenso  TCYGCGAAGTCKGCCACGGGT 6@%5"%8 5

A: adenina; C: citosina; G: guanina; T: timina; D=A,Gou T;Y=Cou T;K=Gou T; R=A ou G.
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