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RESUMO

Estudos recentes sobre o torque teno virus (TTV), género Anellovirus, permitiram construir a hipdtese de que esse virus
pode ser um desencadeante ou tenha algum papel patogénico nas doengas reumaticas autoimunes. Objetivos: Verificar
a frequéncia da infecgdo pelo TTV em pacientes com lupus eritematoso sist€émico (LES), e sua diversidade génica, a
existéncia de correlagdo entre a infecgdo pelo TTV e as manifestagdes clinicas do LES, sua evolugdo clinica e o perfil
soroldgico. Pacientes e métodos: Foram obtidas 46 amostras de soro de pacientes com LES atendidos no Ambulatério
de Reumatologia do Hospital Universitario de Campo Grande (NHU/FAMED/UFMS). Para os controles, utilizaram-se
46 amostras de soro de doadores de sangue. O DNA viral foi extraido das amostras utilizando o QlAamp DNA Blood
Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Alemanha), e amplificado utilizando a técnica de nested PCR. Resultados: Foi encontrada
positividade para o TTV em 17 (37%) dos pacientes lupicos, e em apenas sete (15,2%) dos controles (teste z, P=0,03). Nao
houve correlacdo entre a infecgdo pelo TTV, as manifestagdes clinicas, o perfil soroldgico e a evolugao clinica dos pacientes
avaliados neste estudo. Conclusdo: A presenca do TTV nos pacientes com LES necessita ser mais bem compreendida a
partir deste estudo inicial.
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conhecidos mais de 30 genoétipos de TTV, classificados em
cinco grupos gendmicos maiores.°

INTRODUCAO

Em 1997, Nishizawa et al.! isolaram um novo virus a partir de
amostras de soro de um paciente com hepatite pos-transfusional
de etiologia desconhecida. Esse virus foi inicialmente deno-
minado virus TT (em inglés, TTV). Mais tarde o virus seria
chamado de virus torque teno, conservando as iniciais TTV.>?

A particula viral do TTV ndo possui envelope lipidico
externo, ¢ o genoma ¢ formado por uma fita simples de DNA
circular com aproximadamente 3.800 pares de bases.* No
entanto, ao contrario de outros DNA virus, o TTV exibe alta
heterogeneidade genética.’ Devido a essa caracteristica, sdo

Embora o TTV tenha sido inicialmente associado a doenga
hepatica e a alta mortalidade entre pacientes com hepatite
aguda pelo virus da hepatite B (VHB), essa associagdo ndo
foi confirmada por estudos mais recentes.’

Estudos epidemioldgicos tém evidenciado a presenca
do TTV em varias condigdes patoldgicas, tais como doenga
de Hodgkin,” anemia aplastica,® fibrose pulmonar idiopati-
ca,” doen¢a pulmonar aguda,'® pénfigo bolhoso,'" piora do
progndstico do cancer de laringe'? e redugdo da sobrevida
em pacientes portadores do virus da imunodeficiéncia

Recebido em 10/04/2011. Aprovado, apés revisao, em 02/11/2011. Os autores declaram a inexisténcia de conflito de interesses. Comité de Etica: CEP/UFMS n° 900.

Universidade Federal de Mato Grosso do Sul — UFMS.

1. Professor-Auxiliar da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul — UFMS; Mestre em Ciéncias da Satde pela UFMS
2. Professor-Associado Ill do Departamento de Clinica Médica da UFMS; Professor de Pés-Graduagao em Ciéncias da Satide da UFMS e de Doencas Infecciosas
e Parasitarias; Coordenador do Programa de Residéncia Médica em Reumatologia do Hospital Universitario da UFMS; Doutor em Medicina pela Universidade

de Sao Paulo — USP

3. Doutora em Biologia Parasitaria pela Fundacdo Oswaldo Cruz — FioCruz; Pés-Doutoranda pelo Institute Ludwing for Cancer Research

4. Professora-Adjunta da UFMS; Doutora em Biologia Parasitaria pela FioCruz
5. Farmacéutica Bioquimica da UFMS; Mestre em Sadde Coletiva pela UFMS

Correspondéncia para: Marcio Reis da Costa. Departamento de Clinica Médica, Faculdade de Medicina, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.
Avenida Senador Filinto Miiller s/n° — Ipiranga. CEP: 79056-010. Campo Grande, MS, Brasil. E-mail: marciocostamed@hotmail.com

Rev Bras Reumatol 2012;52(1):44-54

49



Costa et al.

humana (HIV)."* Contudo, esses estudos ndo conseguiram
caracterizar o real significado da presenga do TTV nessas
enfermidades.!*

Atualmente, tem-se discutido o papel das infec¢des vi-
rais como fator desencadeador das doengas autoimunes.!
Conhecimentos recentes da biologia do TTV permitiram
construir a hipdtese de que ele possa ser desencadeador de
doengas reumaticas autoimunes.'*!¢ Entretanto, existem poucos
trabalhos relacionando infeccdo pelo TTV com tais doengas
reumatologicas.

Em 2005, Gergely et al.'” observaram uma frequéncia
de infecgdo pelo TTV em pacientes com lipus eritematoso
sistémico (LES) de 56,87%, significativamente mais alta que
a frequéncia nos controles saudaveis, de 33,16% (P < 0,001).
Foi observado, ainda, que parentes de primeiro grau de pa-
cientes lupicos apresentavam frequéncia de infecgéo (51,28%)
significativamente menor que a de seus respectivos parentes
(66,11%; P = 0,0184), mas significativamente maior que a
dos controles saudaveis sem grau de parentesco (33,16%;
P =0,0026). Especulou-se, entdo, que fatores genéticos para
a suscetibilidade para o LES poderiam, ainda, influenciar na
infecgdo pelo TTV."”

O presente trabalho tem como objetivos verificar a fre-
quéncia da infecgdo pelo TTV e sua diversidade génica em
pacientes com LES, assim como verificar se ocorre correlagido
entre a presen¢a do virus, as manifestagdes clinicas e o perfil
soroldgico de autoanticorpos antinucleares apresentados pelos
pacientes lipicos.

PACIENTES E METODOS

Foram utilizadas neste trabalho 46 amostras de soro obtidas
aleatoriamente de pacientes portadores de LES, entre 14 ¢ 51
anos, atendidos no Ambulatério de Reumatologia do Nucleo
do Hospital Universitario de Campo Grande 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 Hemontcleo do NHU/
FAMED/UFMS.

Todos os pacientes selecionados deveriam apresentar pelo
menos quatro dos 11 critérios de classificacdo revisados para
LES do American College of Rheumatology,'® concordar em
participar da pesquisa apds explicagdo e entendimento da mes-
ma, e assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
Nenhum paciente poderia apresentar outras doencas infec-
ciosas associadas, neoplasias malignas ou outras doencas
autoimunes.
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A partir de seus prontuarios médicos arquivados no Servigo
de Arquivamento Médico do NHU/FAMED/UFMS, foram
pesquisados os seguintes dados dos pacientes selecionados:
género, idade, manifestacdes clinicas do LES, tempo de
doenga, presenga de fator antinucleo (FAN, técnica de imu-
nofluorescéncia indireta, substrato células HEp2) e presenca
dos autoanticorpos anti-DNA (imunofluorescéncia indireta,
substrato Crithidia luciliae), anti-Ro, anti-La, anti-Sm, anti-RNP
(técnica de ELISA), além de tratamentos prévio e atual.

Para a analise dos resultados, o tratamento dos pacientes
foi considerado como baixa imunossupressao quando uso de
cloroquina e/ou prednisona na dose de até 20 mg/dia. O uso
de prednisona com dose acima de 20 mg/dia e/ou azatioprina
e/ou metotrexato e/ou ciclofosfamida e/ou ciclosporina foi
considerado como alta imunossupressao.

Para a extragdo do DNA viral a partir do soro foi utilizado o
QIAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Alemanha),
de acordo com as instrugdes do fabricante. O DNA viral ex-
traido foi entdo amplificado utilizando-se a técnica de reacdo
de cadeia de polimerase nested (nested PCR), descrita por
Devalle e Niel."” Todos os oligonucleotideos utilizados pela
técnica de PCR (T1S e T2S, senso; T1A, T2G1A, T2G2A,
T2G3A, T2G4A e T2G5A, antissenso) foram descritos por
Devalle ¢ Niel em 2004.6

A relagdo entre TTV e LES foi avaliada por meio do teste
exato de Fisher. O mesmo teste foi utilizado para avaliar a
relacdo entre o LES e os genogrupos do TTV, entre TTV e
os sinais clinicos, entre TTV e os resultados observados na
sorologia, ¢ entre TTV e o esquema de tratamento utilizado.
A comparagdo 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 comparag@o entre individuos
com TTV positivo e com TTV negativo em relagido ao tempo
de doenca (LES) foi realizada por meio do teste 7 de Student.*
A analise estatistica foi realizada utilizando-se os softwares
SigmaStat, versdo 2.0, e SPSS, versdo 13.0, considerando
diferencas e relagdes significativas quando P < 0,05.

Este trabalho foi submetido e aprovado pela Comissdo de
Etica em Pesquisa da UFMS.

RESULTADOS

A idade média dos individuos com LES foi de 31,8 + 9,4 anos
(média + desvio-padrdo). Com relacdo ao género, 44 (95,7%)
eram feminino. O tempo médio de doenga foi de 6,0 +4,1 anos.
Entre os controles, a idade média foi de 38,8 + 11,5 anos, € 45
(97,8%) pacientes eram do gé€nero feminino (Tabela 1).
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Tabela 1
Frequéncia relativa e absoluta de individuos com relagdo ao
TTV e ao LES. Campo Grande, 2011

1TV
LES
Positivo Negativo
Sim 37,0%* (n=17) 63,0% (n =29)
Nao 15,2% (n=7) 84,8% (n =39)

0Os dados estdo apresentados em frequéncia relativa (frequéncia absoluta).
*Diferenca significativa com relagao ao grupo-controle.
No teste z, valor de P = 0,03.

Entre os individuos portadores de LES, 17 (37,0%) apre-
sentavam TTV positivo e 29 (63,0%) apresentavam TTV
negativo. Ja entre os individuos do grupo-controle, apenas sete
(15,2%) apresentavam TTV positivo, enquanto 39 (84,8%)
apresentavam TTV negativo. Houve relagdo significativa entre
LES e presenga do TTV (teste exato de Fisher, P=0,02), com
percentual de individuos com LES e TTV positivo significati-
vamente maior que o observado para aqueles do grupo-controle
(teste z, P=10,03) (Tabela 2).

Entre os individuos com LES ¢ TTV positivo (n = 17),
sete (41,2%) apresentavam TTV do genogrupo 1, nenhum
(0,0%) apresentava TTV do genogrupo 2, sete (41,2%) apre-
sentavam TTV do 3, outros sete (41,2%) apresentavam TTV
do 4 e, finalmente, outros sete (41,2%) apresentavam TTV do
genogrupo 5 (Tabela 2).

Com relag@o as coinfecgdes entre varios genogrupos,
nove (52,9%) individuos apresentavam TTV de apenas um
genogrupo, enquanto os oito restantes (47,1%) apresentavam
TTV de mais de um genogrupo. Especificamente, seis indi-
viduos (35,3%) apresentavam TTV de dois genogrupos, um
(5,9%) apresentava TTV positivo de trés genogrupos, um (5,9%)
apresentava TTV positivo de quatro genogrupos e nenhum
individuo apresentava TTV positivo dos cinco genogrupos
(Tabela 2). Nao houve relagdo entre ter ou ndo LES e a quan-
tidade de genogrupos TTV positivos observados (teste exato
de Fisher, P=0,19).

Os sinais clinicos pesquisados entre os individuos lupicos
estdo apresentados na Tabela 3. Ndo houve relagdo entre TTV e
cada um dos sinais clinicos avaliados neste estudo (teste exato
de Fisher, P variando entre 0,07 e 1,00).

Os dados da sorologia estdo apresentados na Tabela 4.
Nao houve relagdo entre TTV e FAN (teste exato de Fisher,
P=0,23). Da mesma forma, ndo houve relagdo entre TTV e os
autoanticorpos avaliados neste estudo (teste exato de Fisher,
valor de P variando entre 0,12 ¢ 1,00).
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Tabela 2

Frequéncia relativa e absoluta de individuos nos grupos
controle e portadores de LES, de acordo com a positividade
do TTV e seu genogrupo. Campo Grande, 2011

Caracteristica Frequéncia
LES Controle
v
Positivo 37,0% (n=17)* 15,2% (n=7)
Negativo 63,0% (n =29) 84,8% (n = 39)
Genogrupo
1 41,2% (n = 7) 0,0% (n = 0)
2 0,0% (n = 0) 0,0% (n = 0)
3 41,2% (n=7) 42,9% (n = 3)
4 412% (n=7) 57,1% (n = 4)
5 41,2% (n=7) 14,3% (n=1)
Coinfeccao
Um genogrupo 52,9% (n=9) 85,7% (n = 6)
Dois genogrupos 35,3% (n=6) 14,3% (n=1)
Trés genogrupos 59% (n=1) 0,0% (n =0)
Quatro genogrupos 59% (n=1) 0,0% (n =0)
Cinco genogrupos 0,0% (n=0) 0,0% (n=0)

Os dados estdo apresentados em frequéncia relativa (frequéncia absoluta).
*Diferenca significativa com relagdo aos individuos do grupo-controle (teste z, P = 0,03).

Tabela 3

Frequéncia relativa e absoluta de individuos com LES, de
acordo com o sinal clinico observado e sua relagdo com o TTV.
Campo Grande, 2011

TTV
Sinal clinico
Positivo Negativo
Eritema 41,2% (n = 14) 58,8% (n =20)
Lesao cutanea discoide 50,0% (n=2) 50,0% (n =2)

Fotossensibilidade

37,8% (n=14)

62,2% (n =23)

Ulcera 44,4% (n=12) 55,6% (n =15)
Artrite 37,5% (n = 15) 62,5% (n = 25)
Serosite 33,3% (n=5) 66,7% (n =10)

Manifestagao renal

Manifestagao neuroldgica

Manifestagao hematoldgica

24,0% (n = 6)
66,7% (n = 2)
39,3% (n=11)

76,0% (n = 19)
33,3% (n=1)
60,7% (n=17)

0Os dados estdo apresentados em frequéncia relativa (frequéncia absoluta).
N&o houve relagdo entre TTV e cada um dos sinais clinicos avaliados neste estudo (teste exato de
Fisher, P variando entre 0,07 e 1,00).
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Com relagdo ao tratamento para o LES, entre os individu-
os com a doenca ¢ que apresentavam TTV positivo (n=17),
trés (17,6%) estavam sendo tratados com imunossupresséo bai-
xa e 14 (82,4%) estavam sendo submetidos a imunossupressao
alta. Ja entre os que apresentavam TTV negativo (n = 29), 10
(34,5%) estavam sendo tratados com imunossupressao baixa
e 19 (65,5%) com imunossupressdo alta. Ndo houve relagio
entre o esquema de tratamento utilizado e o TTV (teste exato
de Fisher, P =0,32) (Tabela 5).

Tabela 4
Frequéncias relativa e absoluta de individuos com LES, de

acordo com a sorologia observada, e sua relagdo com o TTV.
Campo Grande, 2011

TV
Sorologia . .
Positivo Negativo

Fator antintcleo (FAN) 34,3% (n=12) 65,7% (n =23)
Anticorpo anti-DNA 30,8% (n = 8) 69,2% (n = 18)
Anticorpo anti-Sm 14,3% (n=1) 85,7% (n = 6)
Anticorpo anti-Ro 31,8% (n=7) 68,2% (n = 15)
Anticorpo anti-La 14,3% (n=1) 85,7% (n = 6)
Anticorpo anti-RNP 33,3% (n = 2) 66,7% (n = 4)

0Os dados estdo apresentados em frequéncia relativa (frequéncia absoluta).
N&o houve relacdo entre TTV, FAN e autoanticorpos avaliados neste estudo (teste exato de Fisher,
P variando entre 0,12 e 1,00).

Tabela S

Frequéncias relativa e absoluta de individuos com LES, de
acordo com seu grau de imunossupressao, ¢ sua relagdo com
o TTV. Campo Grande, 2011

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

0s dados estdo apresentados em frequéncia relativa (frequéncia absoluta).
No teste exato de Fisher, valor de P = 0,32 néo significante.

DISCUSSAO

Encontramos prevaléncia de infec¢@o pelo TTV mais baixa que
a relatada na literatura,'*? seja nos pacientes lupicos (37,0%,
n = 17), seja nos controles (15,2%, n= 7).

Para a detec¢do do DNA viral, sdo criticos os métodos de
extragdo do DNA e a regido do genoma viral reconhecido pelos
oligonucleotideos iniciadores utilizados na técnica de PCR.?

De Paula et al.,** a0 compararem quatro métodos diferentes
de extracdo de RNA do virus da hepatite A (VHA) em amos-
tras de soro e fezes, concluiram que os métodos que utilizam
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fenol-cloroformio sdo mais eficientes para extragdo de RNA
viral em amostras de soro, enquanto os métodos que utilizam
a guanidina sdo mais eficientes em amostras fecais. Embora o
TTV seja um DNA virus, essa observacdo talvez seja valida
e possa explicar a baixa prevaléncia encontrada, uma vez que
0 QIAamp DNA Blood Mini Kit utilizado neste trabalho nao
contém fenol-cloroférmio, mas utiliza guanidina.

Niel et al.,” utilizando método de extracdo de DNA a base
de fenol-cloroférmio, encontraram prevaléncia de infec¢do
pelo TTV em doadores de sangue normais de 62% (n=45), e
71% (n=37) em pacientes com hepatite ndo A-C. Devalle et al.,®
utilizando os mesmos oligonucleotideos dirigidos a regido UTR
utilizados neste estudo e com método de extracdo de DNA a
base de fenol-cloroférmio, encontraram prevaléncia de 46%
(n=11) em doadores de sangue.

Encontrou-se neste trabalho uma associacdo estatistica-
mente significativa entre LES e infec¢do pelo TTV. Dessa
forma, o TTV, ao infectar individuos suscetiveis, pode ser um
fator desencadeante para o desenvolvimento do LES, e varios
poderiam ser os meios pelos quais o virus levaria a doenga.

Shirai et al*® relataram que virus com tropismo por lin-
fécitos, como o TTV, tém potencial para ativacdo policlonal
de células B e T, inclusive linfocitos autorreativos. Assim, o
TTV levaria a proliferacdo de células B, causando aumento da
produgdo de anticorpos, resultando em acimulo de complexos
imunes circulantes que poderiam causar dano ao hospedeiro.?’
Ou, ainda, poderia estimular a expansdo de células T autorrea-
tivas que ja estavam presentes dentro do préprio organismo do
hospedeiro, mas devido ao seu pequeno niimero eram incapazes
de causar uma doenga autoimune.?%

Ao infectar as células do hospedeiro, muitos virus, pela
acdo de suas proteases, alteram o metabolismo das mesmas.*
Apbs infectar células do sistema imunologico, como macréfa-
gos e células T, o TTV poderia interferir como o processamento
¢ a apresentacdo de antigenos, gerando novos epitopos, que
serviriam de desencadeantes para a autoimunidade. Poderia
ainda, semelhante ao que ocorre com o citomegalovirus, inter-
ferir com a expressdo de moléculas de MHC classe 1.>! Dessa
forma, o TTV estimularia a induco de diversas citocinas que
podem desviar as células T regulatérias para a suscetibilidade
ao LES.

Em alguns isolados de TTV foi observada a presenga de
uma proteina putativa com potencial apoptotico, denominada
proteina indutora de apoptose derivada do TTV (em inglés,
TAIP). Essa proteina apresentou capacidade de induzir apop-
tose em linhagens de células humanas cancerigenas, como
células de carcinoma hepatocelular, osteossarcoma e carcinoma
pulmonar de pequenas células.*>** Anormalidades na apoptose
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poderiam levar a perda de linfocitos regulatorios essenciais
para o controle da autoimunidade. Ou, ainda, a produgdo ex-
cessiva de restos apoptdticos, ou mesmo a produgao de restos
apoptdticos qualitativamente diferentes devido a apoptose
anormal, associadas a depuragdo defeituosa geneticamente
mediada ou induzida pelo virus, poderiam estimular células
B autorreativas via receptores toll-like (TLR).>* Em estudo
publicado em 2009, Rocchi ef al.’® observaram que o DNA
do TTV poderia induzir células esplénicas de camundongo a
produzir e secretar [Fy, IL-6 e IL-10, e que este efeito seria
mediado via TLR 9.

Além disso, o mimetismo molecular entre antigenos do
TTV e autoantigenos poderia estimular linfocitos autorreati-
vos, sinalizando para o desenvolvimento de uma resposta de
autoimunidade.*

Gergely et al.'” observaram a resposta cruzada entre o
autoantigeno nuclear HRES-1/p28, peptideos especificos do
TTV e o autoantigeno Iupico 70kU1 snRNP, mas o significado
clinico dessa resposta ainda néo foi estabelecido.

A associagdo encontrada entre a infecg¢do pelo TTV ¢ o
LES poderia, no entanto, ser decorrente da imunossupressdo
provocada pelo seu tratamento, a base de corticosteroides e
imunossupressores, tais como azatioprina e ciclofosfamida.
Nesse caso, deveriamos considerar a infec¢do pelo TTV como
oportunista. A rela¢do entre a infecgdo pelo TTV e o nivel
de imunossupressio dos pacientes foi avaliada, e ndo houve
diferenca estatistica significativa entre os individuos que
apresentavam alta e baixa imunossupressdo. Apesar de este
dado sugerir ndo haver relagdo entre a imunossupressdo ¢ a
infeccdo pelo TTV, ele deve ser considerado com cautela, pois
um dos grupos (TTV positivo submetido a imunossupressao
baixa) apresentou niimero muito baixo de individuos (n = 3),
o que dificulta a avaliag@o estatistica.

Niel et al.’? sugeriram ser comum no Brasil a coinfec¢io
entre varios genotipos de TTV. Apesar disso, em nosso tra-
balho a maioria dos individuos infectados pelo TTV, seja do
grupo-controle, seja do grupo com LES, apresentou infecgio
por apenas um genogrupo (respectivamente, 85,1% e 52,9%).
Nao houve diferenga estatistica entre esses dados.

Entre os pacientes lupicos, todos os genogrupos foram
encontrados, exceto os genogrupos 2 e 4, que sdo 0S menos
comuns do TTV no Brasil.®

Neste trabalho, as manifesta¢des clinicas mais prevalentes
do LES (artrite, fotossensibilidade, eritema malar, alteragdes
hematoldgicas, tlceras orais ou nasais e alteragdes renais)
foram semelhantes ao que foi observado por Bezerra et al.’®
Nao houve relagio estatisticamente significativa entre TTV ¢
cada um dos sinais clinicos avaliados neste estudo. Porém, as
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manifesta¢des neuroldgicas apresentaram frequéncia maior nos
individuos TTV positivos, enquanto as outras manifestacdes,
principalmente as renais, predominaram entre os individuos
TTV negativos. Em 2005, Gergely et al.'” também nio con-
seguiram associar a detec¢do do DNA do TTV a alteragdes
sistémicas do LES ou aos escores SLEDAL

Soroprevaléncias elevadas do TTV tém sido observadas em
varias regides do mundo, mesmo em pessoas aparentemente
saudaveis,? e, como atualmente todo o potencial patogénico do
TTV baseia-se em levantamentos epidemioldgicos, alguns pes-
quisadores tém inclusive duvidado deste potencial.'* Portanto,
ndo existem ainda evidéncias para se indicar tratamento para
a infecgdo pelo TTV; também ainda ndo ha evidéncias de que
a erradicagdo do TTV no organismo possa alterar o curso de
alguma doenca em evolug@o.

Porém, depreende-se deste estudo, e do material que
se encontra nos artigos cientificos a respeito, que o TTV
poderia utilizar mais de um mecanismo para desenvolver
a doenga autoimune, mas que ainda sdo necessarios outros
trabalhos a fim de determinar o real potencial patogénico
do TTV dentro do sistema imune, sua capacidade de in-
duzir uma resposta autoimune alterada, modificar o curso
clinico ou desencadear o LES em individuos geneticamente
predispostos.
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