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RESUMO

O virus TT (TTV) recentemente proposto por taxonomistas como Torque Teno virus foi
inicialmente identificado em pacientes com elevados niveis de alanina aminotransferase
(ALT), porém negativos para hepatites de A a G, entretanto o papel patogénico do TTV ainda
ndo esta elucidado.Individuos infectados com HIV constituem um grupo com maior
predisposicdo a co-infecgdes diversas, entretanto, pouco se sabe sobre a infec¢do do TTV
nesses pacientes e sua possivel influéncia na patogénese da infec¢dao pelo HIV. Inicialmente
foi comparada a presenca do TTV, através de PCR-nested, entre pacientes HIV relacionados e
doadores saudaveis. Foi verificado que houve predominancia deste virus nos individuos
expostos (grupo de risco) (21/100) quando comparados com os doadores saudaveis (6/100).
[ODDS RATIO = 4,16 (IC 95% 1,60 — 10,83)]. As amostras positivas para o TTV foram
seqiienciadas e comparadas com o banco de dados do NCBI-NIH. As analises demonstraram
que o amplicon obtido ¢ compativel com as seqiiéncias cadastradas no GenBank. Portanto, foi
investigada a presenca do TTV em relaciio a contagem de células CD4", CD8" em individuos
expostos ao HIV (Gl), pacientes HIV positivos assintomaticos (G2) e pacientes HIV
positivos sintomaticos (G3). Também foi verificado a influéncia do TTV na carga viral dos
pacientes infectados pelo HIV. Em relagdo a contagem de células CD4" e CD8" entre o grupo
de individuos expostos ao HIV e os grupos HIV positivos com e sem sintomas, ndo houve
diferenga estatisticamente significante quanto a presenca do TTV. Entre os grupos HIV
positivos sintomaticos e assintomaticos ndo houve diferencga estatistica em relagdo a carga
viral na presenca ou auséncia do TTV, porém, o grupo de pacientes sintomaticos na presenga
do TTV apresentou menor carga viral. Portanto ¢ possivel que TTV pode tendenciar a uma
diminui¢do da carga viral independente da concentragio de células T CD4", porém, a
significancia clinica do TTV em associagdo ao HIV permanece a ser elucidada.

Palavras-chave: TTV. carga viral. células CD4". células CDS".



NASSER, Thiago F. Detection of Torque Teno Virus in HIV infected and exposed but
uninfected individuals in North Parana Region. 2007 78f. Dissertation (Master of
Patology Experimental) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2007.

ABSTRACT

The TT virus (TTV), recently proposed as Torque Teno Virus by taxonomists, was first
described in patients with elevated alanine amino transferase (ALT) levels with negative
serology to hepatitis A — G, however the TTV pathogenicity is still unknown. HIV infected
patients constitute a group with wither predisposition to co-infections, the clinical significance
of TTV in association with HIV remains to be clarified. Initially TTV presence was
compared, through nested PCR, between HIV related individuals and healthy blood donors. It
was verified TTV predominance in HIV-exposed individuals (21/100) when compared to
blood donors (6/100) [ODDS RATIO = 4.16 (95%CI 1.60 — 10.83)]. The TTV positive
samples were sequenced and compared with data in the NCBI-NIH database. The analysis
demonstrated that the amplified fragment is compatible with TTV sequences deposited in
GenBank. Therefore TTV presence was investigated regarding CD4 and CDS8 counts in HIV
exposed uninfected individuals (G1), asymptomatic HIV infected subjects (G2) and
symptomatic HIV infected subjects (G3). It was also verified TTV presence influence in HIV
infected patients viral load. There was no significant difference in CD4 and CDS8 counts
among HIV exposed but uninfected individuals and symptomatic and asymptomatic HIV
infected subjects regarding TTV presence. Between symptomatic and asymptomatic HIV
infected individuals there was no HIV viral load difference in TTV presence or absence. In
the symptomatic HIV infected subjects group, the TTV positive patients presented lower HIV
viral load. Therefore it is possible that TTV tends to induce low viral load independent of
CD4+ T cell count, however the clinical significance of TTV in association with HIV remains
to be clarified.

Keywords: TTV. Viral load. CD4 cells. CDS8 cells.
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1 INTRODUCAO

1.1 AsPECTOS GERAIS

O Torque Teno Virus (TTV) foi inicialmente identificado por Nishizawa et
al. em 1997, em pacientes com elevados niveis de alanina aminotransferase (ALT), porém
negativos para hepatites de A a G. Esse virus tem seu nome associado as iniciais do primeiro
paciente investigado pelo grupo de Nishizawa (paciente TT), contudo, essas iniciais também
podem designar transfusion-transmitted virus (Bendinelli et al, 2001; Nishizawa et al, 1997)
ou ainda, como foi recentemente proposto por taxonomistas, Torque Teno virus (Abraham,
2005). Desde sua descoberta, muitos trabalhos tém sido publicados, descrevendo a
prevaléncia do TTV em doengas hepaticas, mas nenhuma relacdo concreta foi obtida
(MacDonald et al., 1999; Biagini et al., 1999).

A infec¢do pelo TTV ¢ altamente difundida pelo mundo, embora com
consideraveis variagdes em diferentes paises e em diferentes investigagdes na mesma regiao.
De uma forma geral, a média de prevaléncia tende a ser moderada nos Estados Unidos e no
Nordeste da Europa, intermediario na Asia e norte na Africa e na América do Sul, inclusive
no Brasil (Lyra et al, 2005; Bendinelli et al, 2001).

O TTV ¢ um virus DNA, que inicialmente foi considerado préoximo da
familia dos circovirus (Okamoto et al., 1998b), contudo, em virtude de diferengas
encontradas, foi classificado como o unico virus membro de uma nova familia, circinoviridae
(Miyata et al., 1999), paracircinoviridae (Takahashi et al., 2000) ou familia TTV por
diferentes grupos de pesquisadores (Tanaka et al., 2001). Isolados do TTV tem uma
varabilidade grande em suas seqiiéncias gendmicas (Khudyakov et al., 2000; Muljono et al.,
2001) e diversas tentativas tem sido feitas para a classificacdo e identificacdo dos genotipos.
Muljono et al., (2001) classificou o TTV em 23 gendtipos diferentes com seqiiéncia
divergente em mais de 30% um dos outros ou em quatro grupos filogenéticos principais
(Tanaka et al., 2001; Muljono et al., 2001), em contraste Irshad et al. (2006) relata o genoma
do TTV como sendo heterogéneo e revela a existéncia de seis diferentes genotipos e diversos
subtipos.

A histéria natural do TTV ¢ mal compreendida. A transmissdo

provavelmente ocorre parenteralmente, transplacentariamente ou ainda pela via oral-fecal
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(Okamoto et al., 1998a; Kanda et al., 1999; Morrica et al., 2000). Estudos longitudinais tém
mostrado que o TTV geralmente persiste por prolongados periodos ou indefinidamente no
plasma de individuos infectados, embora casos de infec¢des limitadas tém sido relatados
(Lefrere et al., 2000; Matsumoto et al., 1999; Oguchi et al., 1999, Takayama., 1999; Yuki et
al., 1999).

Os tratamentos virucidas conhecidos por inativarem os virus envelopados,
como solvente-detergente e aquecimento a seco a 65°C/96 horas parecem ser pouco efetivos
na destrui¢ao da infectividade por TTV e sua estrutura viral sugere que este virus possa ser
pelo menos tao estavel quanto os parvovirus (Berns, 1996).

As dificuldades para o estudo aprofundado desse novo virus sdo inimeras.
Ja existem relatos da transfec¢ao do TTV em chimpanzés e macacos rhezus (Luo et al., 2000;
Mushahwar et al., 1999; Okamoto et al., 1998a). Porém nao ha evidéncias sobre transfecc¢ao
em mamiferos menores, devido a grande dificuldade de se obter a replicagdo deste virus em
cultura de tecido (Maggi et al., 2001).

Apesar de pouco conhecimento sobre as propriedades biologicas desse
virus, com o advento do seqlienciamento, muito ja pode ser elucidado com relagdo as suas
propriedades moleculares. Trata-se de um virus ndo envelopado, DNA fita simples polaridade

negativa (Wu, 2004).

1.2 ASPECTOS MOLECULARES

O TTV € um virus comum nos seres humanos com prevaléncia elevada na
populacdo em geral (Takahashi et al., 2000; Niel et al., 1999) ¢ um virus de DNA simples fita.
Seu genoma foi seqiiénciado por Okamoto et al. (1998b) quase que inteiramente no isolado
TA278 que abrange 3739 nucleotideos e foi acreditado temporariamente ser um DNA linear.
Entretanto, estudos posteriores (Mushahwar et al., 1999) com o isolado GHI e o isolado TA
278 (Miyata et al.,1999), identificaram uma regido faltante rica em GC de aproximadamente
100 nucleotideos, que determinaram o genoma do TTV como um DNA fechado circular com
um comprimento de 3852 nucleotideos e um tamanho de particula de 30-50 nanometro.
Assim, o TTV ¢ um virus ndo envelopado cujo genoma consiste em uma molécula simples
fita, circular de DNA, polaridade negativa e de um comprimento de aproximadamente 3.8 kb

(Mushahwar et al., 1999). TTV tem uma densidade de 1.31-1.34 g/mL em CsCl (Mushahwar



16

et al., 1999; Miyata et al.,1999). O genoma do TTV tem duas ou trés possiveis Open Reading
Frame (ORFs) capazes de codificar 770 aa (ORF1), 202 aa (ORF2) e 105 aa (ORF3) (Figura
1) (Miyata et al.,1999). A andlise da transcri¢gdo de TTV em COS-1 (Kamahora et al., 2000) e
em células da medula 6ssea (Okamoto et al., 2000) revelou a existéncia de pelo menos de trés
espécies de moléculas de RNAm de 2.9-3, 1.2, ¢ 1.0 kb de comprimento com a regido 5’ ¢ 3’
terminais comuns, levando a criagdo de regido novas de leitura (ORF3 e ORF4) além das

previamente descritas ORF1 e ORF2 (Takahashi et al., 2000).

TATA Box (B5-80)

Regido rica em GC (3732-3853)

T Inicio da Tradugdo (263)

Seqléncias Regulatorias
confidas no UTR:
ATFICREB
Sitios AP-2
NF-xB
Sitics SP-1

ORF 2
. {107-712)
. N
Sinal Poly (A) (3073-3078)

-H"""--..____'_ Regido Rica am As
ORF 3
(2004-3074) 3853 nt

ORF 1

{5E9-2608)

., HVR1 {1411-1476)

:\ HWRZ (1528-166E8)
HWR3 (1702-1784)

Figura 1 — Organizacdo gendmica do TTV. DNA circular, simples-fita. Posi¢des
nucleotidicas do isolado TA278. O esquema mostra os ORFs 1,2 ¢ 3, a
regido UTR, bem como outras regides importantes. E o caso da regido
N22, muito utilizada para estudos epidemioldgicos e genotipagem
(BENDINELLI et al, 2001).

Regifo M22 (184 7-2346)

Muitos estudos indicaram um grau elevado de diversidade genética do TTV.
O genoma inteiro foi seqiienciado para os isolados de SANBAN e de TA 278 (Hijikata et al.,
1999). A organizacdo genética do genoma era similar em dois isolados: duas regides abertas
de leitura (ORF1 e ORF2) foram alinhadas pelos motivos TATA Box, sinal de poliadenilagao,

e por um estiramento curto, rico em GC que residiram no meio da regido ndo traduzida.
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Nenhuma outra ORF de mais de 300nt comum a SANBAN e a TA278 foram encontrados. A
identidade total da seqiiéncia de nucleotideos entre os dois isolados eram 56.7%,
significativamente abaixo da encontrada entre TA278 e GH1 (93%) (Mushahwar et al., 1999).
Interessantemente, a identidade da seqiiéncia de nucleotideos era relativamente mais elevada
na regido nao traduzida (73.0%) do que na regido traduzida (52.2%). Um grau grande de
diversidade genética para um grupo dos virus representado pelo TTV, provavelmente teve

uma historia longa de variagdo e a adaptacdo aos seres humanos.

1.3 ASPECTOS PATOLOGICOS

O papel patogénico do TTV ainda ¢é pouco discutido. TTV originalmente foi
pensado como sendo um virus patogénico para o figado, sugerindo ser o causador da faléncia
hepética fulminante (Nishizawa et al., 1997). Posteriormente, Kato et al, (2000) em seus
estudos clinicos, concluiram que niveis séricos de TTV ndo afetam a lesdo hepatica.

O TTV pode causar uma infec¢do transitoria ou persistente, sendo que no
Japao, foi encontrado em 47% de casos de hepatites fulminantes e cronicas ndo A-G, em 38%
de casos de cirrose de etiologia ndo conhecida e 12% de doadores de sangue (Kato et al.,
1998; Okamoto et al, 1998a; Simmonds et al, 1998). Sua presenca também foi relatada em
individuos sdos na Europa e Estados Unidos. No Brasil, nos estados de Sao Paulo e Para, o
TTV foi encontrado em pacientes com hepatopatias cronicas (Takahashi et al, 2000). Os
gendtipos 1 e 2 do TTV sdo os mais comuns no mundo todo (Okamoto et al., 2000).

Embora ndo se saiba precisamente em que células o TTV se replica, DNA
de TTV foram detectados freqiientemente em PBMCs (Peripheral Blood Mononuclear Cells)
(Okamura et al., 1999; Okamoto et al., 1999) e também sugeriu-se que o TTV infecta e
replica em células hematopoieticas na medula 6ssea (Kikuchi et al., 2000; Kanda et al, 1999).
Zhong et al., (2002) revelou que pacientes com cancer apresentavam niveis mais elevados de
carga viral, no genoma de PBMCs do que em controles saudaveis (doadores de sangue). Isto
poderia ter sido relacionado a anormalidades do sistema imune em pacientes do cancer
quando comparado com os controles.

Demonstrou-se que o TTV esta presente no nucleo e no citoplasma de
algumas PBMCs. E possivel que a infecgdo de células do sistema imunes poderia facilitar o

escape do virus da resposta imune. Virus escondido como um “Cavalo de troia”, em PBMCs
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pode servir como um reservatorio para infecgdes cronicas, € a transmissao em alguns aspectos
clinicos e epidemiologicos (Allan et al., 1994; Berns, 1990).

Nao ha manifestacdes clinicas exclusivamente associadas com o TTV. Pelo
fato da infecgdo ativa ser altamente prevalente entre individuos aparentemente saudaveis, ha
freqlientes sugestdes de que o TTV seja considerado essencialmente desprovido de potencial
patogénico. Estudos estdo sendo realizados com o gendtipo 1, pela possibilidade deste induzir
uma doenca no ser humano, além de sua prevaléncia e distribui¢do mundial (Bendinelli et al.,

2001). Simmonds et al. (1999), propuseram que TTV pode fazer parte da microbiota normal.

1.4 ASPECTOS IMUNOLOGICOS

Pouco se sabe sobre a vigilancia imunoldgica do hospedeiro e da presenca
anticorpos anti-TTV na circulag@o sangiiinea. Ott et al, em 2000, confirmaram a existéncia de
uma resposta imune contra o TTV em amostras de soro de doadores e de pacientes com
hepatites de etiologia desconhecida, e também em criangas e animais como cachorros, gatos,
cabras, carneiros e coelhos. Foi observada uma resposta humoral contra a regido C-terminal
da proteina recombinante ORF1 com 98.6% de reatividade soroldgica, indicando a alta
prevaléncia de infec¢do em pacientes com hepatite de etiologia desconhecida. Poucos estudos
vém sendo realizados para detec¢do de anticorpos anti-TTV, talvez devido a limitada
compreensdo sobre as respostas imunes induzidas pelo virus e a dificuldade na obtengao de
antigenos. Em um estudo realizado por Ott et al. na Franga, em 2000, uma proteina
recombinante foi gerada a partir de uma seqiiéncia do ORF-1 viral a qual foi utilizada como
antigeno para a detecgdo de anticorpos anti-TTV, por Western blot, em amostras de soro de
pacientes com hepatite de etiologia desconhecida. Uma alta prevaléncia de anticorpos TTV-
especificos foi encontrada (98%), enquanto que a detecgdo do TTV por PCR foi de 76,1%,
nas mesmas amostras, indicando que a utilizagdo da proteina recombinante da regido ORF-1
poderia representar uma ferramenta util no diagnostico da infeccdo pelo TTV e tornaria
possivel a avaliagao da resposta imune desenvolvida contra o virus. Estudos complementares
devem ser realizados para comprovar uma possivel reagdo-cruzada com proteinas de outros

organismos, principalmente entre virus de mesma espécie.
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1.5 HIV-1 E AIDS

O HIV-1 ¢ um virus citopatico e ndo oncogénico com genoma RNA,
membro da familia retroviridae e subfamilia Lentivirinae que necessita, para multiplicar-se,
da enzima transcriptase reversa (RT), responsavel pela transcrigdo do RNA viral para uma
copia de DNA, que pode, entdo, integrar-se ao genoma do hospedeiro (Gallo et al., 1984;
Levy et al., 1984; Barre-Sinoussi et al., 1983).

O ciclo de replicagdo viral para o HIV-1, comum aos outros retrovirus, ¢
caracterizado por uma série de eventos complexos, divididos em trés etapas: fusdo, integragao
e traducdo. A etapa de fusdo ocorre por ligacdo especifica de uma proteina do virus a um
constituinte da superficie celular do hospedeiro. A expressdo ou auséncia de receptores na
superficie celular do hospedeiro determina o tropismo viral, isto ¢, o tipo de célula na qual o
virus € capaz de replicar-se. As moléculas do HIV-1, envolvidas na ligacdo com a célula do
hospedeiro, sao glicoproteinas de superficie (gp120) que fazem parte do envelope viral e que
se ligam a um receptor especifico na célula alvo (molécula CD4). Tal interacdo faz com que
ocorra uma mudanga conformacional na glicoproteina viral, que leva a fusdo da bicamada
lipidica da célula a membrana do virus e permite que o material genético viral seja
introduzido no citoplasma da célula hospedeira.

A principal forma de transmissdo do HIV-1, em todo mundo, ¢ a sexual,
sendo a transmissdo heterossexual considerada, pela OMS, como a mais freqiiente.
Estimativas indicam que, aproximadamente, 75% das infecgdes por HIV-1 que ocorreram em
todo o mundo tenham sido transmitida sexualmente. Alguns fatores que aumentam o risco de
transmissdo do HIV-1 em uma relagdo sexual s3o a alta viremia e a presencas de DSTs,
principalmente as ulcerativas como sifilis, cancro mole e herpes (Alarcon et al. 2003; Aklilu
etal., 2001; Buvé et al., 2001; Fowke et al., 1996).

A transmissdo sanguinea associada a UDI (Usuarios de Drogas
Intravenosas) ¢ um meio muito eficaz de transmissao do HIV-1, pelo uso compartilhado de
seringas e agulhas. A transmissdo mediante transfusdo de sangue e hemoderivados ¢ cada vez
menos relevantes nos paises industrializados e naqueles que adotaram medidas de controle da
qualidade do sangue utilizado, como ¢ o caso do Brasil (Guerra et al., 2002).

A histéria natural da infeccdo pelo HIV-1 pode ser dividida em trés fases
clinicas, segundo Rizzardi e Pantaleo (1999): 1) infec¢do primaria pelo HIV-1; 2) fase cronica

assintomatica e 3) AIDS. O tecido linfatico serve como principal reservatorio para o HIV-1,
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onde ocorre replicacdo viral e uma progressiva deterioragdo anatdmica e funcional,
prejudicando a capacidade de manutengdo da resposta imune especifica, refletida pelo rapido
aumento dos niveis de viremia e uma queda na contagem de células T CD4", que pode
acelerar a transi¢do da fase primaria pra um estdgio mais avangado da doenga (Pantaleo et al.,
1998; Pantaleo et al., 1993).

A conseqiiéncia da deterioragdo progressiva que ocorre com a maioria dos
pacientes infectados pelo HIV-1 ¢ o desenvolvimento de doenca clinicamente aparente ou da
AIDS. O ultimo estagio da infeccdo ¢ caracterizado pelo aparecimento ou reativagdo de
infecgdes causadas por inumeros agentes infecciosos (Marques & Mansur, 2002).

A quantificacdo dos niveis plasmaticos de RNA do HIV-1, denominado
carga viral, ¢ atualmente o parametro laboratorial mais importante para o monitoramento e
avalia¢do do risco de progressdo da doenga e de morte. Mellors et al. (1997) demonstraram
que o risco de progressao para AIDS e de morte nos pacientes infectados pelo HIV-1,
inclusive nos que apresentaram valores normais na contagem de células T CD4', foi
diretamente relacionado com a carga viral plasméatica observada neste pacientes na entrada do

estudo.
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2 JUSTIFICATIVA

Individuos infectados com HIV constituem um grupo com maior
predisposicdo a co-infecgdes diversas, entretanto, pouco se sabe sobre a infec¢do do TTV
nesses pacientes e sua possivel influéncia na patogénese dessa doenca.

A sobrevivéncia de pacientes infectados pelo HIV-1 ¢ relacionada a
prevengio e ao tratamento eficazes de infecgdes oportunistas. E conhecido que os principais
parametros para avaliar a progressdo da doenga causada pelo HIV-1 sdo contagem de células
T CD4+ e carga viral do HIV-1.

Portanto este trabalho visa avaliar a influéncia do TTV na patogénese da
infeccdo pelo HIV, onde pela primeira vez, separaram-se os pacientes de acordo com a

sintomatologia, e foi inserido o grupo de individuos expostos ao HIV.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

e Investigar a presenca do TTV em pacientes infectados, e individuos

expostos ao HIV na populacao da regido norte do Estado do Parana.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

A) Analisar as caracteristicas demograficas dos grupos;

B) Comparar a contagem de células T CD4" e T CDS8" nos grupos dos

individuos expostos, sintomaticos e assintomaticos;

C) Comparar os niveis plasmaticos do RNA do HIV-1 nos grupos

assintomaticos e sintomaticos;

D) Investigar a presenca do TTV:

o Em individuos doadores de sangue saudaveis;

o Em individuos expostos ao HIV-1, que permaneceram nao infectados,
parceiros sexuais sorodiscordante e/ou individuos que compartilharam

seringas e agulhas com individuos infectados pelo HIV-1;

o Em individuos infectados pelo HIV-1 assintomaticos;
o Em individuos infectados pelo HIV-1 sintomaticos, ou seja, que

desenvolveram AIDS;
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E) Sequenciar e comparar as amostras positivas para o TTV, com as

seqiiéncias cadastradas no GenBank;

F) Analisar as caracteristicas epidemioldgicas e demograficas associadas com

a presenca do TTV nos diferentes grupos deste estudo;

G) Avaliar a influéncia do TTV na contagem de células T CD4", T CDS8" e
carga viral do HIV-1, assim sendo determinada alguma possivel associacao

entre o TTV e o HIV-1.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ETiCA

Este trabalho foi realizado com aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa
com seres humanos da Universidade Estadual de Londrina, estando de acordo com a
resolucao 196/96, CNS. As amostras de DNA utilizadas neste trabalho foram provenientes de
um banco de amostras cadastradas sob coordenagdo da Dra. Edna Maria V. Reiche. Os
individuos doadores de amostras de DNA realizaram entrevista e foram agrupados de acordo

com os critérios definidos pelo CDC (2001).

4.2 POPULACOES

As populagdes estudadas constituiram-se de individuos maiores de 13 anos,
de ambos os sexos. Individuos ndo infectados pelo HIV-1, candidatos a doadores de sangue;
Individuos expostos ao HIV-1, mas ndo infectados, parceiros sexuais sorodiscordante e/ou
com historico de compartilhamento de agulhas ou seringas com usuarios de drogas
intravenosas (UDI) infectados pelo HIV-1; e individuos infectados pelo HIV-1 em todas fases
evolutivas da infeccdo, atendidos em diversos servigos especializados de assisténcia aos
individuos infectados pelo HIV-1 de Londrina e Regido Norte do Estado do Parand, em
consulta ambulatorial.

A populagdo estudada no presente trabalho foi constituida de 300 individuos
classificados em 3 grupos:

100 individuos expostos ao HIV-1, mas ndo infectados, parceiros sexuais
sorodiscordante e/ou com historico de compartilhamento de seringas com UDI infectados com
HIV-1 (G-1);

100 pacientes infectados com HIV-1 assintomaticos (G-2);

100 pacientes infectados com HIV-1 com sintomas da doenga (AIDS) (G-3).
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Para a comparagao da presenca de TTV entre individuos saudaveis e HIV
relacionados, utilizamos 100 amostras de DNA provenientes de doadores de sangue saudaveis
(DS) do Hemocentro Regional de Ribeirdo Preto. mantidas no Banco de Amostras de DNA
do Laboratério de Genética Molecular e Imunologia, cadastradas no Comité de Etica de
Pesquisa em Humanos da Universidade estadual de Londrina.

A determinagdo de anticorpos anti-HIV-1, ccontagem de céluas CD4, CDS8 e
carga viral foi realizada previamente no Laboratorio de Imunologia do Hospital Universitario
da Universidade Estadual de Londrina, sob a supervisdo da Prof* Dr* Edna Maria Vissoci

Reiche, conforme metodologia descrita abaixo.

4.3 DETERMINACAO DE ANTICORPOS ANTI-HIV-1

Foram coletadas amostras de sangue periférico através de pun¢do venosa
com tubos de coleta a vacuo sem anticoagulante para a realizagdo do teste sorologico. Apos
coleta as amostras foram centrifugadas a 2000rpm e o soro separado ¢ armazenado a —20°C
até realizagdo das sorologias de triagens e testes confirmatorios.

As reagdes sorologicas para a pesquisa de anticorpos anti-HIV-1 foram
realizadas empregando-se reagentes disponiveis comercialmente e obedecendo-se a Portaria
da Secretaria de Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saude n°. 4888, de 17/06/1998 (Brasil,
1998).

Na triagem sorologica, o primeiro teste anti-HIV foi realizado por MEIA
(Abbott Axsyn® System, HIV1/2 Go, Abbott GmbH, Weisbaden, Delkenehin, Germany) e o
segundo teste anti-HIV foi realizado por ELISA (Biotest”, Murex, HIV-1.2.0, Murex Biotech
Limited, Dartford Kent England, UK). As amostras que apresentaram resultados ndo

reagentes nos dois testes foram consideradas como ndo reagente para HIV-1.

4.4 CONTAGEM DE CELULAS T CD4"ET CD8"

Foram coletadas amostras de sangue periférico dos individuos dos grupos 1,

2 e 3, por puncao venosa, com tubos de coletas a vacuo, com anticoagulante acido
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etilenodiamino tetracético (EDTA) para a contagem de células T CD4" e T CDS". As amostras

foram processadas até quatro horas apds a coleta e foi utilizada a metodologia automatizada

de citometria de fluxo, com reagentes disponiveis comercialmente (FACSCount® System,

Becton Dickinsonand Company, San Jose, CA, USA). Os resultados foram expressos em

células/mm3.

4.5 NiVEIs PLASMATICOS DE RNA Do Hiv-1 (CARGA VIRAL)

As amostras de sangue periférico dos pacientes foram obtidas por puncao
venosa, com tubos de coletas a vacuo, com anticoagulante EDTA e utilizada para detecgdo
quantitativa dos niveis plasmaticos do RNA do HIV-1. Apos separagdo do plasma, as

amostras foram encaminhadas ao Laboratorio Central (LACEN) em Curitiba-PR e analisadas

pelo método automatizado COBAS AMPLICOR® MONITOR HIV-1 (Roche Diagnostic
System, Brachburg, NJ, USA), que apresenta um limite de detec¢do de acima de 400

copias/mL.

4.6 OBTENCAO DO DNA

Para obten¢do do DNA foi coletada uma aliquota de sangue periférico por
pungdo venosa, com tubos de coletas a vacuo, com anticoagulante EDTA. A técnica utilizada
para a extragdo do DNA origina uma molécula de alto peso molecular e consiste basicamente
no rompimento enzimatico de membranas celulares, eliminacdo de proteinas e acidos graxos
por agdo de solventes orgénicos e precipitagdo do DNA com etanol (Miller et al., 1988).

As amostras de sangue foram centrifugadas a 2500 rpm, por 15 min.,
seguida de aspiracdo do plasma deixando uma camada remanescente acima dos leucdécitos.
Adiciona-se solucdo de lise de hemacias (solugdo A: 0,32 M de sacarose; 10 mM de tris-HCI;
5 mM de MgCl,. 1% de Triton X-100) para volume final de 15 ml e mantém-se em gelo por
20 min. Apo6s centrifugagcdo a 2500 rpm a temperatura ambiente, por 15 min, descarta-se o

sobrenadante e adiciona-se ao pellet 15 ml de solugdo A e mantém-se em gelo por 20 min.
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ApoOs nova centrifugacao a 2500 rpm a temperatura ambiente por 15 min., o sobrenadante ¢
descartado. O pellet é ressuspendido em 1,5 mL da solugdo de lise de leucocitos (solugdo B:
10 mM de tris- HCI, pH- 7,5; 5 mM de NaCl; 2 mm de EDTA, pH 8,0). Adicionam-se
0,05mL de SDS (duodecil sulfato de sodio) a 20% e incuba-se em banho-maria a 37°C
durante 3-4 horas. A seguir ¢ adicionado 0,5 mL de NaCl a 6M e agita-se vigorosamente,
seguido por centrifugacdo a 2500 rpm em temperatura ambiente durante 15 min. O
sobrenadante foi separado e adicionou-se dois volumes de etanol absoluto, a 4°C, para
precipitagdo do DNA. O DNA ¢ entdo removido com auxilio de uma pipeta Pasteur.
Ressuspende-se 0 DNA em 50 uL de 4gua milli-Q autoclavada. A concentracdo do DNA foi
determinada por espectrofotometria a 260nm (Ultraspec 2000 UV/Pharmacia Biotech,
Cambridge, England), usando a seguinte formula: densidade 6ptica obtida a 260nm (OD 260)
x diluicdo x 50 = pg de DNA. A concentracdo do DNA foi ajustada para 0,1pg/uL e as
amostras foram mantidas a —20°C até a etapa do PCR para deteccdo qualitativa do TTV. A
integridade do DNA extraido foi analisada por eletroforese em gel de agarose 1%, corado com

brometo de etideo e visualizado em transluminador UV.

4.7 DETECCAO QUALITATIVADO TTV

A presenga do TTV foi determinada por nested PCR utilizando quatro

primers, descrito por Nishizawa et al. (1997) e confirmados de acordo com a seqiiéncia no

GenBank AB008394.

1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281

atgttatgga
tgcttaatat
aaaagtacag
acagacccac
aactttggaa
aaatggtatc
ccctttgcat

1° PCR

RDO037 primer sense: 5 GCA GCA GCA TAT GGA TAT GT 3’

tagactggct
cagacctacc
gagaccaaaa
aactactagt
atggtaaaat
caacattatt
accactcaga

aagcaaaaaa
tctatgggeca
catacacatg
acacacagac
gccaggaggt
tcaccagcaa
cattaaaaaa

aacatgaact
gcagcatatg
aatgccaggc
cccacaaaag
agtagtaatg
gaagtactag
gtatctctgg

atgacaaagt
gatatgtaga
tactaataag
gctttgttcc
tgcctattag
aggccttagc
gtatgaaata

acaaagtaaa
attttgtgca
aagtcccttt
ttactcttta
aatgagagct
acagtcaggc
ccgttttaag

RDO038 primer anti-sense: 5° TGA CTG TGC TAA GGC CTC TA 3’
2° PCR

RDO51 primer sense: 5° CAT ACA CAT GAA TGC CAG GC 3’

RDO052 primer anti-sense: 5" GTA CTT CTT GCT GGT GAA AT 3’
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O produto de PCR desse sistema ¢ um fragmento de DNA de 197pb
localizado na seqiiéncia aberta de leitura 1 (ORF1) denominada regido N22.
As condigdes das duas reagdes de amplificacdo foram as mesmas, e foi

realizada utilizando-se as solugdes abaixo:

Tabela 1 — Reagentes utilizados para o PCR TTV

Solucoes Volume
10X PCR Buffer * 2,5ul
MgCl, (50 mM) * 0,75 uL
dNTP (1,25 mM) ** 2,0 uL
Primer sense (2,5 uM) * 1,0 uL
Primer anti-sense (2,5uM) * 1,0 uL
H,0 estéril milli-Q 12,75 uL

1 3 %
Taq Polimerase (1,25 U/reacdo) 2.5 UL
Amostra de DNA gendmico/ produto do 25 L
PCR 1 (0,1 pg/pl) > H
Volume Final 25,0 uL

* INVITROGEN life technologies- Brasil.
** Amershan Pharmacia Biotech Incorporation, USA

A reag¢dao de amplificagdo foi realizada em termociclador PCR Sprint-
Thermo Hybaid® (Biosystems, Barcelona, Spain), onde a temperatura inicial de desnaturagio
foi de 94°C por dez minutos, seguida de 35 ciclos de trinta segundos a 94°C para desnaturar a
dupla fita de DNA, 30 segundos a 53°C para temperatura de anelamento e quarenta e cinco
segundos a 72°C para extensdo das copias, com extensdo final de 10 minutos a 72°C. Todas as
reagOes foram efetuadas com um controle negativo (auséncia de DNA) para assegurar a nao
contamina¢do com acidos nucléicos, € com um controle positivo, no qual utilizou-se DNA de
amostra previamente testada e considerada positiva. As amostras foram analisadas e

visualizadas em gel de poliacrilamida 10%, coradas com nitrato de prata.
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4.8 SEQUENCIAMENTO

As amostras positivas para o TTV foram seqilienciadas e analisadas no
banco de dados (GenBank)do NCBI (National Center for Biotechnology Information).

Para a purificagdo do produto do nested PCR de 197pb, foram adicionados a
100uL do produto de PCR, 125uL de PEG 8000 a 20% e 25uL de NaCl 5M e incubados over
night a 4°C. Acrescentou-se 250uL de etanol absoluto, seguido de centrifuga¢ao a 13000rpm
a 4°C por 30 minutos. O sobrenadante foi descartado e ao pellet foi adicionado 250uL de
etanol 70% e novamente submetido a centrifugagao a 13000rpm, 4°C por 15 minutos. O
sobrenadante foi novamente descartado e o pellet seco por 15 minutos a temperatura de 37°C
e ressuspendido em 20uL de dgua milli-Q autoclavada.O produto purificado foi quantificado
por espectrofotometria (Ultraspec 2000 UV/Pharmacia Biotech, Cambridge, England),
ajustado para concentragdo de 400ng/uL. O produto purificado e quantificado foi submetido a
reagao de sequenciamento no termociclador Eppendorf mastercycler gradient com
DYEnamic™ ET dye terminator cycle sequencing kit (Amersham Pharmacia Biotech, Inc,

Ohio, USA) seguindo o protocolo abaixo e instrug¢des do fabricante.

Tabela 2 — Reagentes utilizados para rea¢do de sequenciamento

Reagentes Volume
DYEnamic ET reagent premix 4uL
Primer RD 051 ou RD052 (10pmoles) 2uL
Produto de PCR (400ng/uL) 4uL
Total 10pL

Tabela 3 — Condigdes da reagdo de sequenciamento

Temperaturas Tempo Ciclos
95°C 30 seg.
53°C 15 seg. 30
60°C 1 mim.
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Os produtos da reagdo de sequenciamento foram precipitados com 10uL de
agua milli-Q autoclavada, 2ul. de acetato de amdnio 7,5M estéril e 60uL de etanol 96%.
Centrifugados por 15 segundos a 300rpm e mantidos em repouso por 15 minutos a 25°C.
Novamente centrifugados a 4000rpm a 25°C por 45 minutos, o sobrenadante foi vertido e
adicionou-se 140uL de etanol 70% e posterior centrifugacdo a 4000rpm por 14 minutos. O
sobrenadante foi vertido, o pellet secado a 37°C por 15 minutos e ressupendido em 10uL de
tampdo (Loading buffer for Mega Bace) e submetidos ao sequenciamento no seqiienciador
automatico Mega Bace 1000™ (Amershan Pharmacia Biotech — USA).

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados demograficos e epidemioldgicos foram analisados pelo de teste
ODDS RATIO IC-95%, teste de qui-quadrado, A concentragdo de células T CD4", TCD8 ¢
carga viral foram analisadas pelo teste t de Student pelo programa Microcal Origin™ 6.0 com

nivel de significancia p<0,05.
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5.1 CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS
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Foi analisado um total de 300 individuos quanto as suas caracteristicas

demograficas, divididos em 3 grupos. O primeiro (G-1) grupo foi composto de 100 individuos

expostos ao HIV, porém com sorologia negativa, o segundo grupo (G-2) constituiu-se de 100

pacientes portadores do HIV sem os sintomas da AIDS e o terceiro grupo (G-3) constitui-se

de 100 pacientes portadores do HIV com sintomas da AIDS. A primeira analise foi feita

relacionando estes grupos em relacdo a idade, sexo e etnia (Tabela 4).

Tabela 4 — Caracteristicas demograficas dos grupos independentes da

presenga do TTV
Grupos

Caracteristicas G-1 G-2 G-3
Sexo
Masculino 40 52 59
Feminino 60 48 41
Etnia
Branca 68 61 76
Negra 11 6 7
Parda 21 33 17
Idade* (s.e.) 36,5 (+1,0) 32,4 (£0,9) 36,9 (£1,0)

* Mediana (Microcal Origin™ 6.0)
s.e. (Erro Padrao)

5.2 ANALISE DAsS CELULAS T Cp4t E T Cp8t

Foi analisada a concentragio de células T CD4" ¢ T CDS8" para os grupos 1,

2 e 3. De acordo com o critério de inclusdo dos pacientes nos grupos 2 e 3, os valores de
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células T CD4" devem ser mais elevados nos pacientes infectados com HIV-1 assintomaticos
quando comparados com os valores observados nos pacientes com AIDS. Quando
comparados pelo teste t de Student os valores de células T CD4" do grupo 1 foi diferente do
grupo 2 e 3. Os individuos do grupo 1 expostos ao HIV-1, mas ndo infectados apresentaram
valores de células T CD4" mais elevados (p<0,05) que os grupos 2 e 3, sendo que o grupo 2

apresentou contagem de células T CD4" superior ao grupo 3 (p<0,05) (Figura 2).

1000

800

600 —

400 H

Células T CD4'/mm?®

200

. . .
G-1 G-2 G-3

Grupos

Figura 2 — Concentragdo de células T CD4". G-1: Individuos expostos HIV-1, mas nio
infectados; G-2: Pacientes infectados pelo HIV-1 assintomaticos; G-3: Pacientes
infectados pelo HIV-1 sintomaticos.

* Teste t de Student (p<0,05) (Microcal Origin™ 6.0).

Em relacdo aos valores de células T CDS8", no grupo 1, individuos expostos
ao HIV-1, foi diferente dos grupos 2 e 3, pacientes portadores do HIV-1. Quando feita a
anélise pelo teste t de Student, os grupos 2 e¢ 3 apresentaram valores de células T CD8"
estatisticamente mais elevados quando comparados ao grupo 1 (p<0,05). Em relacdo aos

grupos 2 e 3, nio houve diferenca estatistica para os valores de células T CD8" (Figura 3).
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Figura 3 — Concentracéo de células T CD8". G-1: Individuos expostos HIV-1, mas nio
infectados; G-2: Pacientes infectados pelo HIV-1 assintomdticos; G-3:
Pacientes infectados pelo HIV-1 sintomaticos.

* Teste t de Student (p<0,05) (Microcal Origin™ 6.0).

5.3 ANALISE Dos NiVEIS PLASMATICOS DE RNA DO Hiv-1 (CARGA VIRAL)

Na quantificagdo da carga viral dos grupos 2 e 3, considerando-se um nivel
de deteccdo minimo de 400 coépias/mL do RNA do HIV-1, ndo houve diferenca

estatisticamente significativa entre esses grupos, como demonstra a figura 4.



34

45000

40000

35000

30000 -} [

25000
20000

15000

Carga viral Cépias/mL

10000

5000

G2 G3

Grupos

Figura 4 — Média dos niveis plasmaticos de RNA do HIV-1 G-2. Pacientes infectados
pelo HIV assintomaticos; G-3: Pacientes infectados pelo HIV-1 sintomaticos. (Microcal
Origin™ 6.0).

5.4 ANALISE DA INTEGRIDADE DO DNA

Para realizar a detec¢do do TTV por nested PCR, foi feita a andlise da
integridade do DNA das amostras dos grupos. Esta analise foi realizada através de

eletroforese em gel de agarose 1% (m/v) e apresentou um perfil eletroforético tipico de

amostra integra de DNA (Figura 5).
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Figura 5 — Andlise da Integridade do DNA. Eletroforese em gel de agarose 1% em
presenca de brometo de etidio. Foi aplicado 5 pL de DNA em solucao de
xileno cianol. (M) DNA conhecido como marcador. Amostras: 01, 02, 03 e 04
demonstrando a integridade do DNA.

Além da analise da integridade através de perfil eletroforético, todas as
amostras foram amplificadas para o gene constitutivo do SDF-1, sendo, portanto amostras

integras e viaveis para a realizagdo do PCR para o TTV.

5.5 DETECGAO QUALITATIVADO TTV

No presente trabalho foi realizada a detec¢do qualitativa do TTV por PCR
nested a partir do DNA gendmico dos individuos incluidos neste estudo, classificado nos
diferentes grupos. O produto de PCR de 197pb foi analisado por eletroforese em gel de
poliacrilamida 10% e visualizados por coloracdo de prata, como descrito em materiais e
métodos.

Com a finalidade de avaliar a presenca do TTV na populagdo normal e
saudavel, selecionamos amostras de DNA de doadores de banco de sangue (DS). A presenca

do TTV foi encontrada em 6 dos 100 individuos analisados (Figura 6).
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Figura 6 — Deteccdo do TT virus através de PCR em individuos doadores saudaveis
de sangue (DS). Eletroforese em gel de poliacrilamida 10% visualizado por
impregnacao por nitrato de prata. L (Ladder 100bp, Promega). Amostras: 2, 3,
4,5, 7 e 9 positivas para o TTV. Amostras: 1, 6 e 8 negativas para o virus. C+
controle positivo. Bl — Blank ou controle negativo.

L C+1 18 25 3139 4058 60

No grupo 1, representado por individuos expostos ao HIV-1, a presenca do

TTV foi encontrada em 21 dos 100 individuos analisados (Figura 7 e 8).

C+ 19 30 72 79 85 100 107 109 110 111 112 BI
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Figura 7 — Deteccdo do TT virus através de PCR em individuos expostos ao HIV-1 (G-
1). Eletroforese em gel de poliacrilamida 10% visualizado por impregnagao por
nitrato de prata. L (Ladder 100bp, Promega). Amostras: 19, 30, 72, 79, 85, 100,
107, 109, 110, 111 e 112 positivas para o TTV. C+ controle positivo. Bl — Blank

ou controle negativo.
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Figura 8 — Deteccao do TT virus através de PCR em individuos expostos ao HIV-1 (G-1).
Eletroforese em gel de poliacrilamida 10% visualizado por impregnacdo por
nitrato de prata. L (Ladder 100bp, Promega). Amostras: 121, 123, 126, 128, 131,
132, 133, 136, 139, 142 positivas para o TTV. C+ controle positivo. Bl — Blank ou

controle negativo.

Para a andlise dos pacientes HIV-1 positivos os pacientes foram
subdivididos em dois grupos, assintomaticos e sintomaticos. No grupo 2, representado pelos

individuos infectados pelo HIV-1, assintomaticos (Figura 9).

L C+ 13 138 191 431 478 564 576 616 625 660 674 694 701 BI
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Figura 9 — Deteccdo do TT virus atraves de PCR em individuos infectados pelo HIV-1,
assintomaticos (G-2). Eletroforese em gel de poliacrilamida 10% visualizado por
impregnacao por nitrato de prata. L (Ladder 100bp, Promega). Amostras: 13, 138,
191, 431, 478, 564, 576, 616, 625, 660, 674, 694, 701 positivas para o TTV. C+
controle positivo. Bl — Blank ou controle negativo.
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No grupo 3 de pacientes portadores do HIV-1 sintomaticos a presenca do

TTV foi encontrada em 12 dos 100 individuos analisados (Figura 10).

L C+ 08 25 308 310 315 318 323 338 589 590 595 621 BI

Figura 10 — Detecgdo do TT virus através de PCR em individuos infectados pelo HIV-1,
sintomaticos (G-3). Eletroforese em gel de poliacrilamida 10% visualizado por
impregnacao por nitrato de prata. L (Ladder 100bp, Promega). Amostras: &, 25,
308, 310, 315, 318, 323, 338, 589, 590, 595, 621 positivas para o TTV. C+
controle positivo. Bl — Blank ou controle negativo.

Relacionando a presenca do TTV entre os grupos, houve diferenga
estatistica quando comparado o grupo de doadores saudaveis de sangue (DS) (6/100) com o
grupo de individuos expostos ao HIV-1 (G-1) (21/100) para o teste de ODDS RATIO, onde
houve uma maior prevaléncia do TTV no G-1 [O.D. = 4,16 (IC 95% 1,60 — 10,83)] (Figura
11). Quando comparado os grupos HIV-1 positivos assintomaticos e sintomaticos G-2 ¢ G-3
respectivamente com o grupo de doadores saudaveis de sangue (DS) houve uma maior
prevaléncia do TTV no Grupo 2 (13/100) e grupo 3 (12/1100) porem ndo significativo para o
teste de ODDS RATIO (Figura 11).
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Figura 11 — Deteccdo do TT virus através de PCR nos diferentes grupos. DS: Doadores
saudaveis de sangue; G-1: Individuos expostos ao HIV-1; G-2: Pacientes
infectados com HIV-1 assintomaticos; G-3: Pacientes infectados com HIV-1
sintomaticos.
* Teste de ODDS RATIO - O.D. =4,16 (IC 95% 1,60 — 10,83)

5.6 SEQUENCIAMENTO

As seqiiéncias obtidas foram analisadas e comparadas com as seqiiéncias

disponiveis no GenBank da NCBI, onde estas seqiiéncias apresentaram identidade

significativa com as seqiiéncias do TTV cadastradas neste banco de dados.
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Figura 12 — Eletroferograma do produto de PCR nested do TTV. O produto de PCR-

nested foi preciptado e a reagdo de sequenciamento foi realizada segundo

descrito em Materiais e Métodos. O cromatograma representa a sequéncia do
fragmento do produto do nested PCR.
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5.7 CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS DOS GRUPOS QUANTO A PRESENCA OU AUSENCIA

DoTTtv

Nos grupos 1, 2 e 3 estudados foi analisada a caracteristica demografica
quanto a presenga ou auséncia do TTV. Para esta analise foram utilizados os testes estatisticos

de ODDS RATIO e qui-quadrado (Tabela 5).

Tabela 5 — Caracteristicas demograficas quanto a presenga ou auséncia do TTV

Grupos
G-1 G-2 G-3
Caracteristicas Presenca/Auséncia Presenga/Auséncia Presenca/Auséncia

Sexo

Masculino 9 31 7 45 8 51
Feminino 12 48 6 42 4 37
Etnia

Branca 13 55 10 51 8 68
Negra 3 8 1 5 1 6
Parda 5 16 2 31 3 14

Idade* (s.e.) 352 (x1,5) 36,9 (£1,2) 30,1(x2,3) 33,4 (20,9) 36,9 (£1,0) 38,0 (x4,1)

* Mediana
s.e. (erro padrao)

5.8 INFLUENCIA DO TTV Virus NA CONCENTRACAO DE CELULAS T Cp4", T Cp8" E

CARGA VIRAL

Para verificar a influéncia do TTV virus na progressdo da infeccido pelo
HIV-1, foram realizadas contagem de células T CD4" ¢ T CDS8" nos grupos 1, 2 e 3 ¢
quantifica¢do da carga viral do HIV-1 para os grupos 2 e 3, correlacionando com a presenca
do TTV virus. Contagem de células T CD4" ¢ T CD8" e quantificacdo da carga viral, sdo os

principais parametros para verificar a progressao e evolucdo do HIV-1 (Cozzi et al., 1998).
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5.8.1 Influéncia da Infecgdo pelo Ttv Virus na Contagem de Células T Cd4” E T Cd8*

Nos grupos 1, 2 e 3 foi realizada a contagem de células T CD4" ¢ T CD8" e
detecgdo do TTV para avaliar a influéncia do TTV virus sobre as células T CD4" e T CDS".
Em relacdo a contagem de células T CD4", ndo houve influéncia do TTV

virus em nenhum dos grupos estudados, ndo sendo significativo para o teste t de Student

(p>0,05).(Figura3).
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Figura 13 — Concentragao de células T CD4" de acordo com a presenca ou auséncia do
TTV. G-1: Individuos expostos HIV-1, mas ndo infectados; G-2: Pacientes

infectados pelo HIV-1 assintomaticos; G-3: Pacientes infectados pelo HIV-1
sintomaticos.

Em relacdo a contagem de células T CDS" também ndo houve diferenca
estatistica para a presenga do TTV virus em nenhum dos grupos estudados (p>0,05) (Figura

14). Estes resultados demonstram que o TTV virus, ndo altera a contagem de células T CDS".
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Figura 14 — Concentracdo de células T CD8" de acordo com a presencga ou auséncia do
TTV. G-1: Individuos expostos HIV-1, mas nao infectados; G-2: Pacientes

infectados pelo HIV-1 assintomaticos; G-3: Pacientes infectados pelo HIV-1
sintomaticos.

5.8.2 Influéncia da Infeccéo pelo Ttv Virus na Carga Viral do Hiv-1

Entre os grupos HIV positivos assintomaticos (G-2) e sintomaticos (G-3)
ndo houve diferenca estatistica (p>0,05) em relagdo a carga viral e presenga ou auséncia do
TTV. Porém uma tendéncia de diminuicdo na carga viral dos pacientes sintomadticos (G-3)

TTV positivos, quando comparados com o subgrupo TTV negativos (Figura 14).
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Figura 15 — Niveis plasmaticos do RNA do HIV-1 (Carga viral) . G-2: Pacientes
infectados pelo HIV-1 assintomaticos; G-3: Pacientes infectados pelo HIV-1
sintomatico.
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6 DISCUSSAO

A epidemia mundial de AIDS se caracterizou pela ligacdo entre a
transmissdo de HIV e o uso de drogas injetaveis. Esta caracteristica predominante se instalou
inicialmente na Europa, e em algumas regioes da América do Norte, e tornou-se rapidamente
um fendmeno mundial. O perfil da epidemia da AIDS no Brasil sofreu mudangas
significativas, desde o seu surgimento, em 1980 quando acometia principalmente homens
homossexuais e mostrava-se restrita aos grandes centros urbanos, até¢ os dias atuais, com um
grande crescimento do numero de casos entre homens heterossexuais, que, por contaminarem
suas parceiras sexuais, contribuem para feminizacdo da doenga. Na populagdo de estudo deste
trabalho (Tabela 4) ndo houve predominancia de sexo embora houve maior incidéncia de
individuos no sexo feminino no grupo 1, individuos ndo infectados expostos ao HIV. Quanto
a etnia, hd predominancia de individuos caucasdides em todos os grupos analisados, sendo
que entre negros e pardos, houve maior incidéncia para pardos, fato explicado pela grande
miscigenagdo na populacdo brasileira, principalmente com influéncia dos negros. Tem sido
observado que as condi¢des de ordem social, econdmica, género e étnica/racial contribuem de
forma significativa para o aumento da vulnerabilidade masculina a infeccao pelo HIV. O
preenchimento do quesito cor apresenta uma grande lacuna, esta ¢ uma variavel necessaria,
devendo ser adotada nos estudos e dados epidemiologicos sobre DST/AIDS como um
indicador da vulnerabilidade de diferentes grupos étnicos (Silva & Soares, 2006).

Desde os primeiros anos da epidemia da AIDS, a monitorizacao das células
T CD4" vem sendo utilizada como um pardmetro laboratorial preditivo do prognéstico da
doenga causada pelo HIV e também como um excelente indicador da magnitude do risco para
as principais infec¢des oportunistas, principalmente em pacientes com doenga sintomatica.
Sua avaliacdo seriada vem sendo utilizada, tanto na indicacdo como na avaliacdo da
necessidade de modificagdo dos esquemas anti-retrovirais, e apresenta uma boa correlaciao
com a resposta ao tratamento. Além disso, a indicacdo de quimioprofilaxia, bem como a
abordagem clinica dos principais processos oportunistas presentes no espectro da
imunodeficiéncia cronica induzida pelo HIV ¢ freqiientemente avaliada e monitorada pela
contagem seriada dessas células.

No presente trabalho, a contagem de células T CD4" demonstra que este
parametro ¢ uma das caracteristicas que representa a fase de doenca dos individuos infectados

pelo HIV (Figura 2), onde os individuos expostos ao HIV (G-1) apresentam a concentragao de
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células T CD4" no sangue periférico superior aos demais grupos € o grupo sintomatico
apresenta contagem média de células T CD4 inferior a 400 células/mL, entre aqueles
submetidos ou ndo a terapia anti-retroviral.

E conhecido que os portadores de HIV realizam exames como a contagem
de células CD4" e carga viral para se conhecer o estado de progressio da doenga.
Normalmente a terapia envolvendo anti-retrovirais melhora os pardmetros de células T CD4".
A populagio de células T CD4" diminui & medida que a infecgdo pelo HIV progride,
diminuindo a capacidade do organismo de responder contra varios microrganismos, as
chamadas infec¢des oportunistas. Os individuos nao infectados, como no caso do grupo 1 que
s30 expostos, a contagem de células CD4" é normal. A contagem de células T CD4', mesmo
sendo considerado um cldssico marcador de progressao, apresenta uma grande variabilidade
intra e interindividual, principalmente quando os valores estdo acima de 200 células/mm’,
dificultando a sua valorizagdo em fases mais precoces da infec¢do. Pacientes com contagens
abaixo de 200 células/mm’ apresentam um risco bastante aumentado para processos
oportunistas como a pneumocistose € a toxoplasmose. Ja pacientes com contagens abaixo de
50-100 células/mm3 apresentam um quadro de imunodeficiéncia mais grave € um risco
bastante elevado para infec¢des disseminadas, como por citomegalovirus e micobactérias
atipicas.

Células T CD4" virus especificas sdo criticas na imunidade antiviral (Correa
et al., 2007). O valor absoluto de células T CD4" ¢ um importante marcador para a progressio
da infecg¢do pelo HIV como também, para a restituicdo da resposta imune. Embora tenha sido
descrito que a resposta de células T a antigenos apresenta-se reduzida em individuos
infectados pelo HIV, permanece obscuro se este fato se deve a uma diminui¢do nos numeros
de células T ou a defeitos qualitativos nos linfocitos remanescentes (Knox et al., 2006).
Entretanto hd muitas evidéncias de que a linfopenia ndo é o Gnico mecanismo responsavel
pela disfungdo imunolodgica, baixos niveis de células T CD4" podem estar relacionados com
uma recuperacdo imunologica deficitaria apds o inicio da terapia anti-retroviral, e aumento
nos nimeros de linfocitos T CD4+ durante a terapia anti-retroviral nao ¢ preditivo de €xito na
restituicdo das respostas imunes a antigenos (Valdez et al., 2002; Elrefaei et al., 2004;
D’Amico et al., 2005).

A infeccdo pelo HIV se caracteriza por um progressivo declinio da
contagem de células CD4" e inversio da relagio CD4'/CD8", com aumento relativo das
células CD8" (Miziara et al., 2005). Portanto, a proxima etapa do nosso trabalho foi analisar a

contagem de células T CD8" nos grupos de estudo. A Figura 3 o qual representa células T
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CDS8" apresenta valores inversos em relagdo a Figura 2, demonstrando aumento de células T
CDS8" em relagdo a contagem de células T CD4". E suposto que quando o HIV se acumula no
sangue periférico, as células CD8" comegam a produzir moléculas que induzem apoptose e
diminuem as citocinas necessarias para a citotoxicidade especifica contra o HIV. Logo, as
células CD8", embora em quantidade elevada, perdem a capacidade de bloquear a progressio
para AIDS.

Varios fatores podem influenciar a replicacdo viral durante a infec¢do aguda
até a o estabelecimento do ponto estavel viral. Incluem-se a aptiddo do virus infectante,
fatores genéticos e resposta imune do hospedeiro. Enquanto que anticorpos anti HIV-1 sao
detectados durante a infeccdo primaria pelo HIV, um numero de estudos demonstrou um
papel crucial das respostas imunes celulares para o controle inicial da replicagdo durante este
estagio da infec¢io. Uma macica expansio da resposta das células T CD8" foi descrita
durante a infec¢do aguda pelo HIV-1 (Pantaleo at al., 1994).

Os grupos 2 ¢ 3 do presente trabalho sdo representados por individuos
infectados pelo HIV, sendo individuos assintomaticos (G-2) e sintomaticos (G-3). Sabendo-se
que o nivel de RNA do HIV no plasma ¢ um marcador clinico importante, a analise da carga
viral realizada ndo apresentou diferengas estatisticamente significantes (Figura 4). Tanto a
média como a mediana do nimero de copias do virus foi similar nos dois grupos (G-2 e G-3),
sendo que os valores de carga viral foram abaixo de 35.000 copias/mL. Existe uma relagdo
direta entre a quantidade de HIV detectada e a rapidez com que a infec¢do progride. Niveis
elevados de replicacdo do virus e o aumento da carga viral estdo associados a deterioragao
acelerada do sistema imune. Portanto, a carga viral ¢ muito util para avaliar a progressao da
doenga, indicar o inicio de terapia e para determinar a eficicia dos anti-retrovirais.

Durante uma infec¢do aguda pelo HIV, o virus replica-se largamente na
auséncia de qualquer resposta imune adaptativa, atingindo niveis acima de 100 milhdes de
copias/mL. E durante este ciclo inicial de replicagdo viral que importantes processos
patogénicos tém lugar. Incluem-se a disseminacdo para uma série de reservatdrios tissulares e
a destruigdo de linfécitos T CD4" especificos para o HIV. Os elevados niveis de viremia sdo
normalmente de curta duragdo, indicando que o hospedeiro ¢ capaz de gerar uma resposta
imune que controla a replicagdo. Nas semanas seguintes a viremia diminui antes de atingir um
ponto estavel. Este nivel de viremia que se segue a resolucdo da infec¢do aguda ¢ um fator
preditivo muito forte da taxa de progressao da doenga em longo prazo (Mellors et al., 1995).

Nesta tltima década tem sido evidenciado que o Torque Teno Virus (TTV)

apresenta alta prevaléncia na populagdo geral e embora nenhuma doenca tenha sido associada
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ao virus, co-infec¢des com outros virus patogénicos sio freqiientes. E um virus extremamente
heterogéneo, especialmente por se tratar de um virus DNA, e o papel do sistema imune em
controlar a infeccdo ainda ndo estd bem estabelecido (Thom & Petrik, 2007). Tem sido
proposto que assim como outras doengas oportunistas, em individuos imunocomprometidos
(HIV infectados), o TTV poderia levar uma maior severidade das doencas. Desta forma
investigacdes clinicas em relacdo a persisténcia viral (TTV) em individuos
imunocomprometidos (HIV infectados) forneceriam indicios do possivel papel patogénico
para o TTV e suas conseqiiéncias a curto e longo prazo (Debiaggi et al., 2000). Portanto, foi
investigado pela primeira vez, a presenca do TTV agrupando-se em pacientes expostos,
pacientes infectados pelo HIV assintomaticos e sintomaticos na regido Norte do Parana. Para
a detecgdo de TTV foram utilizados iniciadores da regido N22 do TTV. Tem sido verificado
que a utilizacdo de iniciadores da regido UTR do TTV tem detectado elevada porcentagem
deste virus em individuos soropositivos para o HIV e doadores normais. Por outro lado, a
utilizacdao de primers da regido N22 tem demostrado detectar TTV associados com hepatites
de etiologia ndo conhecida. O TTV foi encontrado em 43,3% (103/238) dos pacientes
infectados e 9,7% (22/226) dos doadores normais (Debiaggi et al., 2000). A persisténcia e
elevada frequéncia da infec¢do detectada através de primers N22 em pacientes soropositivos
para HIV tem sugerido investiga¢do clinica em pacientes imunocomprometidos para um
melhor entendimento sobre a patogénese do TTV (Debiaggi et al., 2000). Com a utilizagdo de
primers N22 o TTV foi detectado em 25,4% de doadores com elevados niveis de alanina
aminotransferase (ALT) e 15,7% de doadores com niveis normais de ALT. Ao contrario, com
a utilizacdo de primers da regido UTR, o TTV foi detectado em 93% de individuos com ALT
alterados, sendo que este valor ndo foi muito diferente em rela¢do aos doadores normais com
valores de ALT normais. Estes resultados demonstrados por Itoh et al. (1999) indicam que a
escolha de primers para PCR influencia na detec¢do do TTV. Os resultados destes autores
sugerem que o TTV de gendtipos restritos, detectados por primers da regido N22 estaria
associado com danos hepaticos entre individuos normais.

A prevaléncia da infec¢do pelo TTV foi investigada por técnica de PCR em
individuos de baixo (dodores de sangue, criangas) e elevado risco (hemofilicos) no Estado de
Sao Paulo, Brasil utilizando-se primers da regido UTR do genoma viral, o qual demonstrou
maior indice de detec¢do do que primers da regido N22 o qual inclui a regido ORF-1 (Bassit
et al., 2002). Hu et al. (2005) investigaram a presenga do TTV através de primers
RD037/038/051/052 os quais sdo seletos para regido N22 e amplificam fragmentos somente
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para o genotipo 1. Portanto neste trabalho optamos por estes primers para detectar TTV no
sangue periférico dos individuos.

Tem sido demonstrado replicacio do TTV em hepatocitos e leucdcitos
(Desai et al 2005). Barril et al. (2000) verificaram a presenca do TTV no soro e células
mononucleares do sangue periférico de pacientes submetidos a didlise peritoneal continua,
através de primers para regido ORF1 e ORF2 do TTV. Tem sido sugerido que, atuando como
um cavalo de Troia “Trojan horse”, TTV quando no sangue periférico, pode servir como um
reservatorio para TTV (Zhong et al, 2002).

Neste trabalho, foi investigado a presenga de TTV a partir do DNA obtido
do sangue periférico das amostras de todos os grupos. No grupo de individuos doadores
saudaveis de sangue (DS) a presencga do TTV foi encontrada em 6% dos individuos analisados
(Figura 6). Este resultado ¢ compativel com alguns achados da literatura que utilizam o
mesmo conjunto de primers, para a regido N22, utilizado em nosso trabalho, onde a
prevaléncia do TTV foi de 5 a 18,6% (Rey et al., 2003; Sherman et al., 2001; Handa et al.,
2000; Colombatto et al., 1999).

Knox et al. (2006) delinearam um estudo em pacientes infectados pelo HIV
nos Estados Unidos incluindo 86 individuos HIV positivos e como controle, 118 individuos
HIV negativo. Cerca de 38% de pacientes HIV positivos apresentaram infec¢do pelo TTV.
Puig-Basagoiti et al (2000) verificaram elevada prevaléncia do TTV entre individuos
infectados pelo HIV na Espanha.

Tem sido demonstrado que individuos com elevado risco de contrair viroses
de transmissdo parenteral, como os hemofilicos, pacientes de hemodidlise e usuarios de
drogas endovenosas, sdo particularmente susceptiveis a infeccdo pelo TTV (Okamoto et al.,
1998a).

No grupo 1, representado por individuos expostos ao HIV-1, a presenga do
TTV foi encontrada em 21 % dos individuos analisados (Figura 7 e 8), uma prevaléncia baixa,
quando comparados com outros achados da literatura onde a prevaléncia foi de 50% em
usuarios de drogas intravenosa, 36,5% para grupo de alto risco de transmissdo sexual e de
53,3% para a combinagdo destes dois fatores (Sherman et al., 2001). No presente trabalho,
todos os individuos positivos para TTV no grupo 1 eram parceiros sorodiscordantes, de
convivéncia sexual ha pelo menos dois anos com seus parceiros infectados pelo HIV. Nos
grupos 2 (assintomaticos) e grupo 3 (sintomaticos) a presenca de TTV foi menor que o grupo
1, sendo 13% e 12% , respectivamente (Figura 9 e 10). Assim como outras doengas

oportunistas, em individuos imunocomprometidos (HIV infectados), o TTV poderia levar
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uma maior severidade das doengas. Desta forma investigagdes clinicas em relagdo a
persisténcia viral (TTV) em individuos imunocomprometidos (HIV infectados) forneceriam
indicios do possivel papel patogénico para o TTV e suas conseqiiéncias a curto e longo prazo
(Debiaggi et al., 2000).

Um estudo realizado em pacientes dinamarqueses reportou a prevaléncia de
76% entre individuos infectados pelo HIV e sugeriu que a presenca do TTV era um fator
independente na sobrevida do paciente (Christensen et al., 2000). Sherman et al. (2001)
relataram que o TTV ¢ mais prevalente em pacientes infectados pelo HIV em comparagao aos

pacientes infectados pelo HCV ou outros casos de doenga hepatica.

Quanto a analise da presenca do TTV entre os grupos, houve diferenca
estatistica quando foi comparado o grupo de doadores saudaveis de sangue
(DS) com o grupo de individuos expostos ao HIV-1 (G-1). Estes resultados
sdo compativeis com dados encontrados na literatura que usam primers para
a mesma regido N22 (Debiaggi et al., 2000), porém foi menos prevalente do
que trabalhos que utilizam primer para a regido UTR (Rey et al., 2003;
Sherman et al., 2001).

Quando comparado os grupos HIV-1 positivos assintomaticos e
sintomaticos G-2 e G-3 respectivamente com o grupo de doadores saudaveis de sangue (DS)
houve uma maior prevaléncia do TTV no Grupo 2 (assintomaticos) e grupo 3 (sintomatico)
porem ndo significativo para o teste de ODDS RATIO. Esta prevaléncia foi estatisticamente
significativa em trabalhos, que utilizaram apenas um grupo de pacientes HIV-1 positivos na
auséncia de classificacdo do estagio clinico da infeccao, e que utilizaram primers tanto para a
regido N22 e regido UTR (Rey et al., 2003; Sherman et al., 2001; Debiaggi et al., 2000).
Quanto as caracteristicas demograficas relacionadas a idade, etnia e sexo, ndo foram
observadas diferencas estatisticamente significantes (Tabela 2), o que esta de acordo com
outros trabalhos relacionados (Rey et al., 2003). Em contrapartida Debiaggi et al. (2000)
encontrou uma prevaléncia maior (81.55%) em pacientes masculinos TTVs positivos.

Thom & Petrik (2007) avaliaram os niveis de TTV na medula dssea e no
bagco de individuos HIV negativos, HIV positivos, e HIV positivos que progrediram para
AIDS com conseqiiente imunossupressdo, € observaram que individuos com AIDS
apresentaram titulos de TTV significativamente mais elevados quando comparados aos outros
grupos. Enquanto a anélise dos titulos de TTV e do niimero de linfocitos T CD4" demonstrou

uma significativa correlacdo inversa, demonstrando uma possivel associacdo entre a
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deterioragdo do sistema imune ¢ o aumento da carga viral nos tecidos avaliados (Thom &
Petrik, 2007).

A presenca do TTV ndo influenciou na contagem de células CD4" e CD8"
nos grupos analisados (Figura 13 e 14). Embora a integridade do sistema immune e o
esquema da terapia antiretroviral possam influenciar na concentragio de células T CD4" e
supressao da replicacao viral, neste trabalho, ndo houve diferenca entre os grupos com TTV
ou ausente de TTV. Este virus ¢ altamente prevalente e apresenta niveis elevados em
pacientes infectados pelo HIV. Os elevados niveis de TTV podem refletir o grau de
imunocomprometimento destes individuos (Shibayama et al., 2001).

Entre os grupos HIV positivos assintomaticos (G-2) e sintomaticos (G-3)
ndo houve diferenca estatistica em relagdo a carga viral na presenca ou auséncia do TTV.
Porém houve uma tendéncia na diminui¢do na carga viral dos pacientes sintomaticos (G-3)
TTV positivos, quando comparados dentro do mesmo grupo TTV negativos (Figura 15). Esta
analise foi compativel com o trabalho de Sherman et al. (2001) os quais demonstraram que o
nimero de células T CD4" entre pacientes TTV positivos e negativos HIV infectados nio
apresenta diferenca significativa. Contudo, os mesmos autores observaram uma tendéncia
para carga viral (HIV) diminuida em pacientes TTV positivos. Portanto, ¢ suposto que a
infeccdo do TTV em pacientes infectados pelo HIV-1 pode influenciar na carga viral do HIV-
1 consequentemente alterando o curso clinico da infec¢ao do HIV-1.

Individuos infectados pelo HIV apresentam uma maior viremia para o TTV
que doadores de sangue saudaveis, indicando que a carga viral do TTV ¢é controlada por
mecanismos celulares da resposta imune, o que ¢ corroborado pela correlagcdo inversa entre a
contagem de células T CD4" e a viremia do TTV (Christensen et al., 2000).

Titulos elevados de TTV tém sido observados em individuos com baixa
contagem de células T CD4+ e também naqueles com alta carga viral HIV (Shibayama et al.,
2001; Christensen et al., 2000).

Debiaggi et al. (2000) ndo observaram associagdo entre a infec¢do pelo TTV
e estagio clinico, numero de células T CD4", HIV-viremia ou tempo da primeira
soroconversao, indicando que varidveis clinicas relacionadas a imunossupressao nao
influenciam a freqiiéncia da viremia do TTV.

Tem sido verificado que o TTV altera a carga viral do HIV
independentemente a concentragdo de células CD4". Pacientes com TTV apresentam uma
tendéncia para diminuicdo da carga viral. Ao contrario, Christensen et al. (2000) sugeriram

que a contagem baixa de células CD4" estava associada com elevado nivel de TTV e que esta
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ocorréncia era independente de sobrevida. Neste trabalho, pacientes com TTV pertencentes ao
grupo dos sintomaticos (G-3) tiveram uma tendéncia para menor carga viral, embora ndo
houvesse diferenca estatisticamente significante. Shibayama et al (2000) tem demonstrado
que o TTV tem sido encontrado significantemente com maior prevaléncia em pacientes
infectados pelo HIV do que o grupo controle de individuos normais, com a utilizagdo de
primers para regido UTR e N22. O titulo do TTV foi maior em pacientes com AIDS com
baixa contagem de células CD4" e elevada carga viral.

Sherman et al (2001) tem reportado a prevaléncia do TTV em 50% de
pacientes usuarios de drogas intravenosas. Nosso trabalho encontrou uma elevada
positividade entre pacientes infectados e individuos expostos ao HIV comparado com
doadores normais saudaveis. A incidéncia mais elevada foi entre os individuos expostos (G-
1), que ndo apresentavam historico de UDI, mas sdo individuos que tiveram relagdes sexuais
desprotegidas com parceiros HIV-1 positivos.

Desde a década de 80, a situagdo do consumo de drogas passou por duas
mudangas radicais, mudando profundamente o panorama do consumo de drogas psicoativas
no mundo e no Brasil. Por um lado, o alastramento do consumo de drogas ilicitas, em
conseqiiéncia da expansdo mercadoldgica do narcotrafico e do fracasso, em escala
internacional, dos mecanismos de repressdo implantados por forgas nacionais, a comecar
pelos Estados Unidos e pelas proprias Nagdes Unidas. O surgimento da pandemia de AIDS e
da dissemina¢do mundial do HIV, considerada inicialmente como uma doenga que afetava
principalmente os homo e bissexuais, a infeccdo pelo HIV tomou rumos insuspeitados, de
modo que, até hoje, ¢ considerada uma doenca que pode atingir a todos. Se as formas de
transmissao hoje sdo totalmente conhecidas, a saber, pelas vias sexual e sanguinea, estas duas
formas se sobrepdem e se potencializam. Apesar dos individuos do grupo 1, que foram
positivos para TTV terem sido submetidos a uma anamnese rigorosa, ¢ possivel que além de
parceiros sorodiscordantes, estes individuos sejam UDI compartilhadas. A utilizacdo de
seringas, agulhas ou outros materiais contaminados e compartilhados, transformou-se em um
fator adicional, com elevada significancia para a disseminag¢@o do virus com tal rapidez que
representa, hoje, em termos epidemioldgicos, a segunda conduta de risco mais freqiiente,
alcancando mesmo o primeiro lugar em alguns paises europeus. No Brasil, segundo dados
epidemioldgicos do Ministério da Saude, o uso de drogas injetaveis representa o segundo
comportamento de risco mais freqiiente de exposi¢do ao HIV. A infeccdo pelo HIV ndo se
limita neste meio somente ao compartilhamento de seringas. A grande maioria dos usuarios

continua a praticar uma vida sexual ativa, quase sempre insegura e imprudente, pois na
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maioria das vezes a relacdo sexual ocorre durante o uso de drogas, o que afasta qualquer
preocupacdo com exposicao as DST (Doengas Sexualmente Transmissiveis). Por conseguinte,
a transmissdo aos parceiros sexuais, em particular as mulheres, representa um foco de
disseminagdo constante da AIDS. Deste modo, atrela-se cada vez mais a transmissao sexual
ao consumo de drogas injetdveis e aos problemas sociais que as cercam de um modo

multicausal.
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7 CONCLUSAO

Em conclusdo, TTV ¢ mais prevalente em pacientes HIV e individuos
expostos ao HIV em comparacdo com doadores normais saudaveis. Embora o presente estudo
tenha avaliado um pequeno nimero de individuos com presenca de TTV, a presenca deste
virus foi maior no grupo de individuos expostos, parceiros sexuais de portadores do HIV-1,
provavelmente UDI, fatores que poderiam contribuir potencializando a transmissdao do TTV.
Pode-se sugerir que TTV pode tendenciar a diminuigdo da carga viral independente da
concentracdo de células T CD4", porém, a significancia clinica do TTV em associagdo ao

HIV permanece a ser elucidada.
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ABSTRACT

The TT virus (TTV) was detected for the first time in the serum of a patient with post-
transfusion hepatitis of unknown origin. TTV was subsequently, also found in the serum of
blood donors with no history of blood transfusion. In the present study, the percentage of
TTV carriers among HIV-infected and noninfected patients was determined. The study was
conducted to evaluate CD4 count and HIV viral load in 100 asymptomatic patients infected
with HIV-1, 100 symptomatic patients with AIDS, 100 HIV-1 exposed but uninfected
individuals and 100 normal healthy blood donors. In this work, the presence of TTV was
investigated by nested-PCR. TTV was detected in 6% of normal donors, 12.5% of HIV-
infected individuals and 21% of exposed individuals. The presence of TTV was statistically
significant in the HIV-exposed individuals (21/100) compared with blood donors (6/100).
ODDS RATIO = 4.16 (95%CI 1.60 — 10.83). No inter-group relations were found for CD4
and CD8 counts or HIV viral load. In the symptomatic group, patients with TTV presented
minor viral load. This work demonstrated that TTV was detected in HIV-exposed individuals
and no relation was verified for CD4, CD8 and viral load in the asymptomatic and

symptomatic HIV patients.

Keywords: TTV, HIV, Viral load, CD4 cells.
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1. INTRODUCTION

The TT virus (TTV) was first described in patients with post-transfusion hepatitis by
[1], who designated this agent as TTV, after the initials of the patient in whom it was
discovered. However, taxonomists have since proposed that the full name Torque Teno Virus
be used for TTV, within the genus Anellovirus [2, 3]. The viral genome is a circular molecule
of negative-sense single stranded DNA of approximately 3.8 kb and is organized in at least
two open reading frames (ORF1 and ORF2, with potential coding capacity for approximately
770 and 202 amino acids, respectively) and a noncoding region (UTR) containing regulatory
elements believed to be involved in virus replication [4].

TTV DNA has been detected in liver and bile specimens at concentrations 10-100
times higher than in the corresponding plasma samples and in fecal extracts at lower
concentrations [5, 6]. Maggi et al. (2001) [7] demonstrated TT virus loads associated with
different peripheral blood cell types and evidence for TTV replication in activated
mononuclear cells.

TTV is usually detected by PCR [7, 8], which coupled with the higher frequency of
TTV infection in patients with liver disease [9] or hemophiliacs [10] or in coinfection with
other hepatotropic viruses [11, 12. 13] compared to blood donors, as reported in initial
studies, suggested a pathogenic role for this virus. However, subsequent studies revealed a
similar prevalence across these groups and studies on TTV pathogenesis suggest weak or no
pathogenic capability [14, 15]. Recently, it was verified that TT infection is prevalent both in
patients and healthy individuals in India. However, it shows no significant correlation with
other hepatitis viral infections, nor does it demonstrate any evidence of severe liver patients,
suggesting that TTV does not cause severe liver damage [16].

The significant diversity of the TTV genome allows for its classification into more

than 30 genotypes. Several studies have shown that TTV is distributed widely throughout the
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world [17, 18]. Due to its high genetic heterogeneity, TTV is currently subdivided into five
highly divergent genogroups, designated 1 to 5. It has been verified that in TTV positive
people, multiple-genogroup infections were common and associated with higher viral loads
than would be expected from simple additive effects, however, the latter observation was
restricted to the infections which included both genogroups 1 and 3, indicating the possible
existence of some kind of infection facilitation between these genogroups [19].

Several reports have been published on the prevalence of TTV infection in patients
infected with HIV [20, 21, 22]. This population is of special interest because of
immunosuppression and the frequency of coinfection.

In this work, the presence of TT virus was investigated in HIV-1 exposed but
uninfected individuals, including intravenous drug users, and in HIV-1 infected patients, as

well as its influence on CD4+ lymphocytes and viral load.

2. RESULTS

The prevalence of TTV DNA in HIV-infected patients (G3 and G4) was 12.5%
(25/200) and 6% (6/100) among the blood donors (G1), using primers for the detection of
197bp localized in a region of the large ORF-1. The virological status of TTV in the healthy
blood donors (G1), HIV-1 exposed but uninfected individuals (G2), asymptomatic patients
infected with HIV-1 (G3) and symptomatic patients with AIDS (G4) are shown in Figure 1,
without considering the use of antiretroviral therapy. TTV DNA was detected in all groups,
however, among individuals exposed to HIV (G2), it was significantly higher when compared
with normal donors (G1) (OR: 4.16; 95%CI: 1.60-10.83). A very low prevalence of TTV was

observed in healthy blood donors (6%).
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To analyze primer specificity, three randomly chosen samples were sequenced and
compared with data in the NCBI-NIH database. The analysis demonstrated that the amplified
fragment was compatible with a sequence in the GenBank, under accession AB008394.

The presence of TTV was evaluated in terms of CD4+ count and viral load in HIV-
positive subjects. The mean CD4+ among TTV positive HIV patients (G3 and G4) was 597

* and 341 cells/mm’, respectively, and 941 cells/mm’ in the exposed individuals

cells/mm
(G2), however, no significant differences were found. The mean CD8+ among TTV positive
HIV patients (G3 and G4) was 1114 cells/mm’ and 974 cells/ mm’, respectively, and 528
cells/mm’ in the exposed individuals (G2), however, again no significant differences were
found. The CD4+ and CD8+ count was similar between these three groups in relation
regarding the absence or presence of TTV, as shown in the Figure 2.

The presence of TTV was also investigated in terms of HIV-1 plasma viral load (Table
1), which was showed no evidence of association with CD4+ and CD8+ T cell counts in

asymptomatic and symptomatic HIV patients. Despite the fact that RNA viral load was higher

in the group without TTV, no significant difference was found.

3. DISCUSSION

This study investigated TTV DNA in HIV-infected patients, HIV-exposed but
uninfected individuals and in healthy blood donors. For TTV DNA detection, N22 primers
sets were used. It has been verified that using PCR with UTR primers, TTV DNA was
detected in a very high percentage of samples, both from HIV-1 seropositive subjects and
from blood donors. The use of PCR with N22 primers was shown to detect viral strains
associated with hepatitis of unknown etiology. TTV DNA was found in 43.3% (103/238) of
infected patients 9.7% (22/226) of blood donors. The persistence and high frequency of

infection detected by PCR with N22 primers in HIV-1 seropositive patients suggest that
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further clinical investigation of immunocompromised hosts will provide information that
clarifies the pathogenic role of TTV [20]. TTV DNA was detected by N22 PCR in 25.4% of
blood donors presenting elevated alanine aminotransferase (ALT) levels at a frequency
significantly higher than the 15.7% donors presenting normal ALT levels. In contrast, TTV
DNA was detected by UTR PCR at a high frequency (93%) with no difference in prevalence
between blood donors presenting elevated ALT levels and those presenting normal levels.
These results demonstrated by Itoh et al. (1999) [23] indicate that the selection of PCR
primers influences TTV DNA detection. Furthermore, these results suggest that restricted
TTV genotypes detected by N22 PCR could be associated with liver damage among blood
donors. The prevalence of TTV infection was investigated by polymerase chain reaction in
low (blood donors, healthy children) and high-risk (hemophiliacs) groups from Sdo Paulo,
Brazil, using primers based on the untranslated region (UTR) of the viral genome proved to
be much more ubiquitous than the earlier N22 PCR directed to the ORF-1 [24]. Hu et al.
(2005) [25] investigated the ability of specific primer sets to detect known TTV genotypes
and verified that the set of primers RD037/038/051/052 only amplified PCR products for
genotype 1. Therefore, in this work the presence of TTV DNA in the peripheral blood cells
was investigated using N22 primers specific for TTV genotype 1.

TTV replication has been demonstrated in hepatocyte and leukocyte cell lines [26].
Barril et al. (2000) [15] verified the presence of TTV in serum and peripheral mononuclear
cells from continuous ambulatory peritoneal dialysis using primers for the ORF1 and ORF 2
regions of TTV. It has been suggested that concealed as a “Trojan horse”, TTV in peripheral
blood cells might serve as a TTV reservoir inducing infection and transmission chronicity in
some clinical and epidemiological settings [27].

Sherman et al. (2001) [28] performed cross-sectional analysis of HIV-infected patients

in the United States including 86 HIV positive subjects and 118 HIV negative controls. Thirty
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eight percent of HIV positive patients presented TTV infection. Puig-Basagoiti et al. (2000)
[29] described high TTV prevalence among a large HIV-infected group in Spain.

It has been shown that individuals at high risk of contracting parenterally transmitted
viruses, such as hemophiliacs, hemodialysis patients and intravenous drug users, are
particularly susceptible to TTV infection [5].

The reported prevalence of TTV in discrete risk groups has been variable. Sherman et
al. (2001) [28] reported a 50% TTV prevalence among patients with historic use of
intravenous drugs. This study found a higher rate of TTV DNA positivity among HIV-
infected and exposed individuals compared to HIV-negative blood donors (Figure 1).
Therefore, the highest detection for TTV was found in exposed individuals (G2) with a
history of intravenous drug use.

A Danish cohort study reported 76% prevalence among subjects with HIV and
suggested that the presence of TTV is an independent factor in patient survival [21]. Sherman
et al. (2001) [28] reported that TTV is more prevalent in HIV-infected patients than patients
with HCV alone or compared to other liver disease controls.

Due to the integrity of the immune system, antiretroviral therapy schedules could
influence the changes in CD4+ T cell counts and the suppression of viral replication,
however, in this work no relation was observed between the groups with or without TTV.

It has been suggested that TTV alters HIV infection in terms of viral load, independent
of CD4+ counts. Patients with TTV tended to present lower HIV viral loads. In contrast,
Christensen et al. (2000) [21] suggested that a low CD4+ count was associated with a high
TTV titer and that this was an independent predictor of survival. In this work, patients with
TTV from the symptomatic group (G4) tended to present lower HIV viral loads, although
without statistical significance. Shibayama et al. (2000) [30] demonstrated that using UTR

PCR and N22 PCR, TTV DNA was detected significantly more frequently in HIV-infected
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patients than in controls. The titer of TTV DNA was significantly higher in HIV-infected
patients presenting AIDS, those presenting low CD4 T cell counts or high HIV viral loads.

In conclusion, TTV is more prevalent in HIV patients and HIV-exposed individuals
than blood healthy donors. Although the present study evaluated a limited number of subjects,
HIV exposed patients presented a higher TTV DNA prevalence, suggesting that this group of
individuals might intensify TTV transmission. It is possible that TTV tends to induce low
viral load independent of CD4+ T cell count, however, the clinical significance of TTV in

association with HIV remains to be clarified.

4. MATERIALS AND METHODS
4.1. Patients

Following approval from the Human Ethics Committee of Londrina State University
(UEL), 400 DNA samples of individuals attending the University Hospital of UEL, Parana,
Brazil were evaluated. They were divided in 100 normal healthy blood donors with negative
serology for HIV, HBV and HCV (G1), 100 HIV-1 exposed but uninfected individuals (G2),
100 asymptomatic patients infected with HIV-1 (G3) and 100 symptomatic patients with

AIDS (G4).

4.2. Sample selection

Screening tests by enzyme immunosorbent assay (ELISA, Murex™ HIV-1.2.0, Murex
Biotech Limited, Dartford Kent England, UK), microparticle enzyme immunoassay (MEIA,
Abbott Axsym™ System, HIV-1/2 gO, Abbott GmbH, Weisbaden, Delkenehin, Germany),
confirmatory tests of indirect immunofluorescence (slides from Fiocruz Institute, Rio de

Janeiro, Brazil) and Western Blot for anti-HIV-1 (Genelabs Diagnostics, Singapore) were
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performed on serum samples, according to standard government procedures. All patients were

submitted for antiretroviral therapy.

4.3. TTV-DNA Detection

Genomic DNA was isolate from 5 mL of peripheral blood cells extracted from total
blood in the presence of 0.2M NaCl, 0.25% SDS, for 4h at 37°C. After precipitation with
ethanol, the pellet was dried and resuspended in 50 uL of milli Q water. The presence of TTV
DNA was determined by nested PCR (Polymerase Chain Reaction) using a set of four
primers, as described by Nishizawa et al. (1997) [1] (GenBank Accession AB 008394). In this
system, the PCR product is a DNA fragment of 197bp localized in a region of the large open
reading frame (ORF-1) that has been denominated the N22 region. Reaction conditions for the
two PCR rounds were the same (20 mM Tris-HCI pH 8.4, 50 mM KCl, 1.5 mM MgCl,, 200
uM dNTP and 1.25 units of Taq polymerase) and consisted of an initial denaturation step of
94°C for 5 min followed by 35 cycles of 94°C for 1 min, 53°C for 1 min, 72°C for 1 min and a
final extension of 72°C for 10min using a thermocycler (PCRSprint ThermoHybaid,
Biosystems, Sdo Paulo, SP, Brazil). PCR products of 197 base pairs were analyzed by
electrophoresis on acrylamide gel (10%) and detected by a nonradioisotopic technique using a

commercially available silver staining method.

4.4. Sequencing

After purification, some products of the second-round PCR were sequenced with
MegaBACE1000 (Amersham Pharmacia Biotech, NJ, USA) using a DYEnamic'" ET Dye
Terminator Kit (Amersham Pharmacia Biotech, NJ, USA). Sequence analysis of TTV was
performed comparing with data in the NCBI-NIH database (Blastn), available at

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast.
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4.5. Flow cytometry analysis for CD4+ and CD8+ T cells

A total of 1-3 x 10° cells were saturated with purified normal mouse Ig (Becton
Dickinson, CA, USA) at room temperature for 10 min. The cells were then incubated for 30
min. at 4°C with the fluorescence isothiocyanate (FITC) or phycoerythrin (PE) conjugated
monoclonal antibodies (mAB) anti-CD3-FITC, anti-CD4-PE and anti-CD8-PE. Cell
associated immunofluorescence was measured using a FACS Count Flow cytometer (Becton
Dickinson, San Diego, CA, USA). Baseline and follow-up CD4 T and CDS8'T cell counts
were evaluated by flow cytofluorimetry (FACSCount™, Becton, Dickinson and Company,

San Jose, CA, USA) and the results were recorded as number of cells/mm’.

4.6. HIV viral load assay

The baseline and follow-up plasma HIV-1 RNA levels were obtained by the Cobas
Amplicor™ Monitor HIV-1 (Roche Diagnostic Systems, Brachburg, NJ, USA), with a lower
limit of detection of 400 copies/mL and a linear dynamic range of up to 750 000 copies/mL.
The viral load was recorded as the number of HIV-1 RNA copies/mL and was log;o copies/ml

transformed.

4.7. Statistical Analysis
The statistical analysis was performed using the Student t test and Odds ratio (OR)
with 95% confidence intervals (95%CI), using the software Microcal Origin™ 6.1. A P value

<0.05 was considered statistically significant.
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Figure 2. CD4+ T cell and T cell counts of HIV-exposed individuals (G2), asymptomatic
patients (G3) and symptomatic patients (G4). Cell associated immunofluorescence was
measured using a FACS Count Flow cytometer (Becton Dickinson, San Diego, CA, USA).
Baseline and follow-up CD4'T and CD8'T cell counts were evaluated by flow
cytofluorimetry (FACSCount™, Becton, Dickinson and Company, San Jose, CA, USA) and
the results were recorded as number of cells/mm’. No statistical differences were found

between the groups with and without TTV by the Student t test (Microcal Origin 6.1
Program).
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Figure 1. Distribution of TTV in the groups. In this study the individuals were divided into
100 normal healthy blood donors (G1), 100 HIV-1 exposed but uninfected individuals (G2),
100 asymptomatic patients infected with HIV-1 (G3) and 100 symptomatic patients with
AIDS (G4). * (ODDS RATIO: 4.16; 95%CI: 1.60-10.83).

Table 1. Detection of TTV, CD4 and CD8 counts and viral load.

Grupos TTV
Positive Negative
G-2 6 94
G2 21 79
N4 (rola/mmP®f Q41(+247\ Q20(+321)
CNA (cels/mmP3h 538(+215) 528(£210)
G-3 13 87
CD4 (cels/mmP*") 597(+158) 572(+217)
CD8 (cels/mmP*F) 1114(+507) 982(+400)
Viral load (Copies/mL) 40710(£31537) 28770(+51930)
G-4 12 88
CD4 (cels/mmP*") 341(+199) 332(+224)
CD8 (cels/mmP*") 974(+432) 932(+512)
Viral load (Copies/mL) 12330(+28938) 38687(+92000)
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