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RESUMO

RODRIGUES, J. N. M. Epidemiologia e Caracterizacao Molecular do Epstein-
Barr Virus (EBV) em Pacientes Portadores de HIV, em Tratamento, Atendidos
pelo Sistema Hospitalar do Sistema Penitenciario do Estado de Sao Paulo. 2008.
71 f. Dissertacdo (Doutorado em Ciéncias) - Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2008.

O Epstein-Barr virus (EBV) ¢ a tUnica espécie humana pertencente ao género
Lymphocryptovirus. A transmissao ocorre através da saliva contaminada e geralmente
ainda na infancia. Nosso estudo analisou 165 amostras clinicas de pacientes,
portadores de HIV, em tratamento com antiretrovirais, atendidos no Sistema
Hospitalar do Sistema Penitenciario do Estado de Sao Paulo. Nosso enfoque foi
pesquisar o EBV nas células mononucleares do sangue periférico, através das técnicas
de PCR, Nested-PCR e seqiienciamento de nucleotideos. Os resultados obtidos,
indicaram que 11,51% (19) das amostras analisadas, apresentaram-se positivas para o
EBV. Essas 19 amostras, foram seqiienciadas com primers especificos para a regiao
da EBNA-1 (Epstein Barr Nuclear Antigen 1). As amostras foram alinhadas com o
auxilio do DNASTAR. Ao alinharmos as amostras, encontramos uma troca de base
(de G para A) em 7 amostras e essa troca nao alterou a conformagdo da proteina
EBNA-1. Na andlise filogenética de nossas sequéncias com as depositadas no
GenBank, foi possivel observar dois grupos, que representam tipo 1 e o tipo 2 do
EBV. 100% das amostras estudadas por nds foram identificadas como pertencentes ao
grupo que caracteriza o tipo 2. Sendo assim, as 7 amostras que apresentaram a troca

sugerem a origem um novo subtipo.

Palavras-chaves: Epstein-Barr virus. EBNA-1. Seqiienciamento de nucleotideos.



ABSTRACT

RODRIGUES, J. N. M. Molecular Characterization of Epstein-Barr Virus (EBV)
in HIV-1 Patients in Treatment from the Hospitalar System in the Penitentiary
System from Sao Paulo State. 2008. 71 p. Ph. D. Thesis (Microbiology) - Instituto
de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2008.

The Epstein-Barr Virus (EBV) is the only species to the genus Lymphocriptovirus that
infects humans. One of the possible route for its transmission thought by contamined
saliva and usually occurs in the childhood. This study analysed 165 clinical samples
from HIV infected patients, treated by HARRT, attended in the Hospitalar System in
the Penitentiary System from Sao Paulo State. The aim of this study was to search
EBV in peripheral blood mononuclear cells by PCR, Nested-PCR and sequencing
analysis. The results showed 11,51% of the analysed samples, positive for EBV. This
samples, was sequenced with specifics primers from the EBNA-1 (Epstein Barr
Nuclear Antigen 1) region. The samples were aligned by DNASTAR program. The
aligned sequences showed the base conversion G to A in seven samples. This
conversion caused no alteration in the EBNA-1 protein conformation. In the
phylogenetic analysis the studied sequences with the sequences from GenBank was
possible to observe two groups represented with type 1 and type 2 from EBV. 100%
the samples studied was identified with the group characterized by the type 2 to EBV.

So the seven samples showed the conversion, suggesting the origin of the one new

subtype.
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1 INTRODUCAO

O Epstein-Barr virus (EBV), também conhecido com Herpesvirus Humano
tipo 4 (HHV-4), ¢ um membro da familia Herpesviridae, subfamila
Gammaherpesvirinae e infecta segundo dados soroldgicos, aproximadamente 90% da
populacdo mundial. A transmissdo ocorre através da saliva contaminada e geralmente
ocorre ainda na infancia. Apos a infec¢do primaria o virus permanece no individuo
por toda a vida. O EBV possui tropismo para linfécitos B e células epiteliais, podendo
coexistir na forma latente e replicativa (ou litica) (SIXBEY et al., 1983; RAAB-
TRAUB e WEBSTER-CYRIAQUE, 1997; MURRAY e YOUNG, 2000).

O EBV foi o primeiro virus humano a ser associado a carcinogénese
(THOMPSON e KURZROCK, 2004). Desde a sua descoberta, vem sendo associado a
varias doencas e atualmente tem sido muito estudado devido ao seu potencial
oncogénico (FARRELL et al., 1997; PAGANO et al., 2004; AMON e¢ FARRELL,
2005). Investiga-se a sua associacdao a doenga de Hodgkin, doenca proliferativa ligada
ao cromossomo X, linfoma ndo-Hodgkin, linfoma de células T periféricas, carcinoma
nasofaringeo, carcinoma gastrico, adenocarcinoma de estdmago e carcinoma de
células escamosas (HIGA et al., 2002; LOPES et al., 2003; BUSSON et al., 2004;
WILLIAMS ¢ CRAWFORD, 2005). Além destas, o EBV esta fortemente associado
ao linfoma de Burkitt endémico e ¢ comprovadamente o agente etiologico da
mononucleose infecciosa e da leucopenia pilosa oral (EPSTEIN et al.,, 1964;
GREENSPAN et al., 1984). O ciclo viral no interior do hospedeiro, inclui um periodo
de laténcia, cujo estado pode permanecer anos, € outro de replicacao, no qual pode
emergir em quantidade suficiente para causar estimulacdo do sistema imune
(MCCLAIN et al., 2003).

Sao conhecidos dois tipos de EBV: o tipo 1 (EBV-1 ou EBV-A) e o tipo 2
(EBV-2 ou EBV-B). Sua identificacdo ¢ possivel devido as diferengas existentes nas
seqliéncias de DNA que codificam os antigenos nucleares do EBV (EBNA). Os dois
genotipos de EBV exibem variantes epidemiologicas. Estudos sorologicos descrevem
que o EBV tipo 1 ¢ predominante nas regides ocidentais € o tipo 2 em regides
endémicas da Africa e em pacientes soropositivos para HIV-1. Sabe-se que in vitro, o
EBV-1 tem melhor capacidade de se estabelecer e induzir a proliferagdo celular em
cultura de linfécitos B (JILG et al., 1990; GRATAMA e ERNBERG, 1995; KAHNIN
et al., 1996, COHEN et al., 2000).



Sabe-se que infec¢des causadas por genotipos diferentes de um mesmo virus
podem resultar em respostas diferentes a um determinado tratamento (DE COCK et
al., 1993; ALTER et al.,, 1999; LAL et al., 2005). Alguns estudos avaliam a
prevaléncia, as diferengas gendmicas e a comparagao do tipo de infec¢cdo que os EBV
tipo 1 e 2 desenvolvem nas diferentes lesdes a ele associadas, por meio de técnicas de
biologia molecular, como a reacdo em cadeia pela polimerase (polymerase chain
reaction — PCR) e sequenciamento genomico. Estas técnicas permitem a identificacdo
do genoma viral em qualquer tipo de tecido estando o virus em fase latente ou litica
(OSHIMA et al., 1999, WALLING et al., 2004, CORVALAN et al., 2005).

O papel da infeccdo do EBV, seus mecanismos de agdo de patogéneses € a
interagdo com o hospedeiro ainda ndo sdo bem conhecidos. Além disso, estudos de
genotipagem do EBV associados 4 lesdes orais ou dérmicas em pacientes
imunocomprometidos ou portadores de HIV sdo raros e ainda ndo se tem de forma

estabelecida a existéncia da prevaléncia de um dos tipos de EBV nessas patogéneses.



9 CONCLUSOES

1. Nossos dados mostram que o EBV esta presente em pacientes portadores de

HIV, em tratamento com a Terapia Antiretroviral de Alta Atividade.

2. Nosso estudo demonstrou a importancia da analise genotipica do EBV, dando o
incentivo 1inicial para estudos futuros que possam esclarecer o
desenvolvimento de patogéneses que ainda ndo estdo bem esclarecidas em

relagdo a biologia do virus.

3. Pelo sequenciamento parcial do gene da proteina EBNAI, foi possivel
diferenciar os dois tipos (1 e 2 ) do EBV, mostrando que nessa populagado esta
em circulagdo o tipo 2. Além disso, conseguimos encontrar uma variagao em

nossos isolados que sugerem o aparecimento de um novo subtipo.
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