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RESUMO

INTRODUCAOQ: O virus Epstein-Barr, um herpesvirus que infecta mais de 90% da
populacdo mundial, pode desencadear ou agravar alteracdes auto-imunes, assim
como pode anteceder o aparecimento das manifestacdes clinicas e imunolégicas
do Lupus Eritematoso Sistémico (LES). Como o0s auto-anticorpos parecem
exercer papel central na patogénese do LES, & importante correlacionar a
presenca e o titulo de anticorpos anti-EBV com a atividade do LES. OBJETIVO:
Verificar a associacdo entre atividade do Lupus Eritematoso Sistémico, por meio
dos critérios do SLEDAI, e a avidez das imunoglobulinas IgG anti-EBV.
PACIENTES E METODOS: Foi realizado estudo tipo caso-controle, envolvendo
66 pacientes, atendidos no ambulatorio de Reumatologia do Hospital das Clinicas
da Universidade Federal de Pernambuco (HC-UFPE), no periodo janeiro de 2002
a fevereiro de 2003, distribuidos em dois grupos: caso, composto por 22
pacientes com LES em atividade e SLEDAI > 4, e controle, integrado por 4
pacientes com doenca inativa, diagnosticada por SLEDAI ? 4. A presenca e 0
indice de avidez de anticorpos IgG anti-EBV foram determinados pela técnica de
ELISA. (Enzygnost? anti-ebv — Dade Behring), no Setor de Virologia do
Laboratério de Imunologia Keizo Asami (LIKA). Os indices de avidez e respectivas
classificagdes da infecgéo foram: < 20, infeccdo reativada; entre 20 e 40, infecgéo
indeterminada, > 40, infeccdo passada. RESULTADOS: Identificou-se positividade
no teste de deteccédo de IgG para EBV em 21 (95,5%) casos e em 40 (90,9%)
controles. O indice de avidez alcancou valores ?40 em 54 (88,5%) pacientes,
sendo 34 (85%) do grupo controle e 20 (95,2%) do grupo caso; esteve entre 20 e
40 exclusivamente em 5 (12,5%) pacientes do grupo controle, e foi inferior a 20
em 2 (3,3%) pacientes. Adotando-se 20, 30 ou 40 como ponto de corte do indice
de avidez, para diagndstico de reativacdo da infeccao por EBV, detectou-se terem
sido classificados como infeccao reativada, respectivamente, 1 (4,8%) paciente do
grupo caso e 1 (2,5%) do grupo controle; 1 (4,8%) do grupo caso e 4 (10%) do
grupo controle, 1 (4,8%) no grupo caso e 5 (12,5%) no grupo controle.
CONCLUSAO: A modificagdo do ponto de corte n&o alterou a distribuicdo dos
pacientes com infeccdo ativa do grupo caso, mas o fez no grupo controle. Nao ter
sido possivel demonstrar, no presente trabalho, associacéo entre a atividade do
EBV e a do LES corroborou relatos semelhantes na literatura consultada. Esse
fato parece indicar que a ndo eliminacdo dos linfocitos B infectados se deve a
falha no mecanismo de apoptose ou na acdo de linfocitos T citotoxicos permitindo
a progresséao do LES.

Descritores: 1. Etiologia do Lupus Eritematoso Sistémico, 2. Infec¢do por virus
Epstein-Barr, 3. Utilizacdo do ELISA, 4. Imunologia de auto-anticorpos



ABSTRACT

INTRODUCTION: Epstein-Barr virus, an herpesvirus that infect more than 90% of
world population, can excite or worsen auto-immune disorders, as well as can
antecede the emergence of clinical and immunological manifestations of Systemic
Lupus Erythematosus (SLE). As auto-antibodies seem to play the central role on
SLE pathogenesis, it is important to correlate the presence and the titles of anti-
EBV antibodies to SLE activity. OBJECTIVE: To verify the association of SLE
activity, according to SLEDAI criteria, to the avidity of IgG anti-EBV immune
globulins. PATIENTS AND METHODS: Within case control study, 66 patients, who
attempted at Rheumatology Service of Hospital das Clinicas - Universidade
Federal de Pernambuco (HC-UFPE) — Recife, Pernambuco, Brazil, from January
2002 to February 2003. Patients were distributed into two groups: case, composed
by 22 patients with SLE active and SLEDAI > 4, and control, integrated by 44
patients with inactive disease diagnosed by SLEDAI ? 4. The presence and the
avidity index of 1gG anti-EBV antibodies were determined by ELISA method
(Enzygnost® anti-EBV/IgG - Dade Behring) at Virology Sector of Immunology
Laboratory Keizo Asami (LIKA). The infection classification considered avidity
indexes as: < 20, reactivated infection; from 20 to 40, undetermined infection and
> 40, passed infection. RESULTS: IgG anti-EBV test was positive for 21 (95,5%)
cases and 40 (90,9%) controls. Avidity index was ? 40 for 54 (88,5%) patients,
being 34 (85%) of control group and 20 (95,2%) of case group. Only for 5 (12,5%)
control patients, avidity index reached values from 20 to 40; for 2 (3,3%) patients,
this index was inferior to 20. Adopting 20, 30 or 40 as cutoff point of avidity index
to diagnose reactivation of EBV infection, the author classified as reactivated
infection, for case and control groups respectively: 1 (4,8%) x 1 (2,5%) patient; 1
(4,8%) x 4 (10%) patients and 1 (4,8%) x 5 (12,5%) patients. CONCLUSION:
modification of cutoff point for avidity index did not alter the infection classification
for case patients, but altered for control patients. The absence of association
between EBV activity and SLE has confirmed similar reports on consulted
literature. This fact seems to indicate that persistence of infected B lymphocytes
may be due to failure on apopotosis mechanism or on T cytotoxic lymphocytes
action, permitting SLE evolution.

Key words: 1. Systemic Lupus Erythematosus etiology, 2. Infection by Epstein-
Barr virus, 3. ELISA utilization, 4. Immunology of auto-antibodies.
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7 INTRODUGAO




O Lupus Eritematoso Sistémico (LES) € uma doenca auto-imune
de etiologia desconhecida, na qual os auto-anticorpos encontram-se
universalmente presentes. Os mecanismos responsaveis pela producao e pela
perpetuacdo desta resposta imune aberrante permanecem pouco esclarecidos
(JAMES et al., 2001).

A doenca apresenta distribuicdo universal, acometendo as mais
distintas classes sociais. A incidéncia estimada varia entre 2 e 8 por 100.000
habitantes para os Estados Unidos e para a Europa, e a prevaléncia, entre 20
e 60 casos por 100.000 habitantes, nao diferindo entre a populagéo urbana e
rural (JACOBSON et al., 1997).

Tem como caracteristicas epidemioldgicas: predominancia de
acometimento de individuos do sexo feminino (cerca de 90% dos casos), maior
incidéncia entre 15 e 45 anos de idade, comprometimento mais grave da raca
negra. Em sua etiologia variada, estdo incluidas altera¢cdes imunolégicas
acarretando a producdo de auto-anticorpos, acdo de fatores genéticos,
ambientais (virus), radiacao ultravioleta, drogas, horménios e stress (PHALEN,
2002).

Num estudo multicéntrico, tipo coorte, envolvendo 187 portadores
de LES, seguidos por 10 anos apo0s o diagnostico da doenca, Swaak et al.

(1999), identificaram as manifestagdes clinicas e imunoldgicas:
#rush malar, artrite e alterac6es hematolégicas;
#slesdes renais e serosite;

&envolvimento do sistema nervoso central (SNC);



comprometimento renal;

#manifestacoes de pele;

#salteracdes do aparelho cardiovascular;

#alteracbes hematolégicas como anemia, leucopenia e trombocitopenia;

&5—sinais gastrintestinais como hepatomegalia, esplenomegalia, pancreatite

e vasculite intestinal;

#presenca do anticorpo anti-Sm, caracteristico do LES, em 3% dos casos,
no momento do diagnéstico, elevando-se para 11%, durante o

seguimento.

O LES ainda € uma doenca incuravel e pode ser fatal. O
tratamento tem o objetivo de tornar o paciente assintomatico, ou seja, obter a
remissdo parcial ou completa de sinais e sintomas. Dubois, em 1956,
descreveu a remissao da doenca em 35% dos 520 pacientes acompanhados e
identificou periodos assintométicos por 10 a 20 anos. Na literatura, ha
referéncia de periodos prolongados de remissdo em pacientes com LES, que
ndo necessitaram de qualquer tratamento, antes e apds 1953, quando os
imunossupressores e 0s corticoides se tornaram disponiveis para tratamento
(ESTES, CHRISTIAN, 1971).

O LES pode evoluir de forma continua ou intermitente com
periodos de remisséo e exacerbacdo. Todavia uma porcentagem consideravel
de pacientes experimenta remissao habitualmente associada ao uso de
drogas, cuja frequéncia e duracao sao dificeis de determinar (DRENKARD et
al., 1996). E interessante assinalar que mesmo aqueles pacientes, que
evoluem de forma desfavoravel com uso de drogas imunossupressoras,
podem, em algum momento, alcancar remissdo das manifestacdes clinicas
(TOZMAN, UROWITZ, GLADMAN, 1982).



O diagnostico do LES é realizado quando o paciente preenche o
critério proposto pelo Colégio Americano de Reumatologia (American College
of Rheumatology - ACR), o qual é constituido por 11 itens contendo diferentes
manifestacdes clinicas e laboratoriais. Quando quatro ou mais alteracdes se
fizerem presentes, simultaneamente ou em diferentes espacos de tempo,
pode-se estabelecer o diagnéstico da doenca (HOCHBERG, 1998) (ANEXO
1).

A classificagdo da atividade de doenca, definida como a
exacerbacdo das manifestacdes clinicas reversiveis decorrentes de um
processo inflamatério subjacente em pacientes com LES (BOMBARDIER,
GLADMAN, UROWITZ, 1992), tem sido tema bastante controvertido. Sua
mensuracao € de primordial importancia para distinguir a atividade da doenca,
uma vez que as decisOes terapéuticas dependem da acuracia desse
julgamento clinico.

Para esse proposito tém sido descritos mais de 60 indices, desde
a década de 60, sendo o Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity
Index (SLEDAI) considerado um indice vélido e reprodutivel. O SLEDAI foi
desenvolvido em Toronto, Canadd, em 1985, durante o encontro de
pesquisadores sobre a atividade no LES. Esse instrumento avaliava 24
atributos, claramente definidos, agrupados segundo nove 6rgdos, permitindo
obter um escore de peso para cada 6rgdo, bem como um escore total
(HAWKER et al., 1993).

Em 1988, especialistas em lupus, sediados em oito centros da
Europa e dos Estados Unidos, realizaram estudo para avaliar e comparar trés
indices: SLEDAI, British Isles Lupus Assessment Group (BILAG) e Systemic
Lupus Activity Measure (SLAM). Concluiram que o SLEDAI auto-aplicado era
compreensivel e facilmente respondido pelos pacientes, assim como era
confiavel quando utilizado por um médico reumatologista ou de outra
especialidade (HAWKER et al., 1993).



Esse indice preenche os critérios metodol6gicos com valor em
pesquisas clinicas, permitindo a comparacdo de pacientes de diferentes
centros, bem como sua estratificacdo para ensaios terapéuticos. Esses
critérios sao: credibilidade, por medir o que realmente se deseja; alta acuracia,
devido a alta sensibilidade as mudancas na apresentacdo clinica dos
pacientes, reconhecimento das modificacdes bioldgicas e féacil utilizacao
(GLADMAN, 1994). Além disso, dentre as vantagens do SLEDAI, Petri e
Genovese (1992) ressaltam a existéncia de ampla variacdo do escore final
entre 0 e 105; a possibilidade de diferencas numa Unica variavel promoverem
alteracdo no escore final de um a oito pontos e a alta confiabilidade para

avaliacéo de atividade do LES.

Em 1995, Moga et al. analisaram a utilizacdo do SLEDAI para
identificar casos de LES, que evoluiriam com remisséo clinica. Pacientes, que
nao atingiam remissao clinica da doenca, apresentavam valores do SLEDAI
mais elevados, quando comparados com o0s que atingiam, embora tais
diferencas nao tenham sido estatisticamente significantes. Os autores
concluiram que pacientes com alto indice de atividade do LES, ou seja, com
inicio grave da doenca, poderiam evoluir com remissdo, cujo surgimento

ocorreria tdo mais tardiamente quanto mais alto fosse o SLEDAIL

Dentre os provaveis fatores etioldgicos ou etiopatogénicos do
LES, a infeccado viral tem sido largamente estudada. Os virus desempenham
um papel importante nas doencas auto-imunes e um dos mais freqientemente
citados, como desencadeante ou agravante das alteragBes auto-imunes, € o
Epstein Barr Virus (EBV) (VERDOLINI et al., 2002).

O EBV é um herpesvirus, que infecta mais de 90% da populacao
mundial, sendo o agente etiolégico da mononucleose infecciosa. O ciclo viral,
no interior do hospedeiro, inclui um periodo de laténcia, em cujo estado pode
permanecer anos, e outro, de viruléncia, no qual pode emergir em quantidade

suficiente para causar estimulacéo do sistema imune (McCLAIN et al., 2003).



O antigeno nuclear 1 do EBV (EBNA-1), cujo epitopo € a regido
rica em glicina, € a mais importante proteina viral expressa no interior dos
linfocitos B durante o periodo de laténcia, o que torna estas células
indetectaveis pelos linfécitos T citotdéxicos (LEVITSKAYA et al.,, 1995). Este
mecanismo explicaria como o virus pode permanecer latente no interior das
células, sem o devido reconhecimento pelo sistema imune, que s6 ocorre
guando o EBNA-1, no citoplasma dos linfocitos B, se associa a moléculas de
histocompatibilidade celular (MHC) classe | e se apresenta na superficie
celular aos linfécitos T citotoxicos. Apesar desta propriedade evasiva, 0 EBNA-
1 é o alvo mais comum da resposta imune humoral. Anticorpos dirigidos contra
esta proteina podem reagir de forma cruzada com proteinas humanas
(VAUGHAN, 1997) e parecem desempenhar um importante papel nas doengas
auto-imunes (ASCHERIO et al., 2001).

Pacientes com mononucleose aguda inicialmente produzem IgM
anti-EBNA-1 e, s6 no periodo de convalescenga, entre duas semanas ou
meses apoés a infeccdo inicial, apresentam soro-conversdo, permanecendo a
lgG anti-EBNA-1 por toda a vida em circulagao (McCLAIN et al., 2003).

A associacao entre infeccdo pelo EBV e LES tem sido descrita
por diferentes autores, bem como a reagao cruzada de anticorpos contra
constituintes protéicos virais e humanos (KATZ et al.,, 2001; DROR et al.,
1998). A suspeita de tal associacdo foi reforcada pelo achado de altos titulos
de anticorpos anti-EBV em pacientes com LES (ORIGGI et al., 1988), assim
como pela constatacdo de que a infeccédo pelo EBV antecede o aparecimento
das alteragbes auto-imunes, que ocorrem no LES (VERDOLINI et al., 2002;
DROR et al., 1998). Um aumento na prevaléncia de infec¢cdes pelo EBV em
pacientes jovens, portadores de LES, parece confirmar tais observagdes, como

relatam James et al. (1997).

Dentre os auto-anticorpos presentes em portadores de LES,
aqueles dirigidos contra as proteinas que compdem o spliceossomo, como a
anti-Sm e anti-RNP, sdo encontrados no soro de 30% a 50% dos pacientes
com a doenca (HARLEY, JAMES, 1995). Os anticorpos, produzidos contra a



EBNA-1, em pacientes com LES, podem reagir de forma cruzada, em
decorréncia da semelhanca antigénica entre peptideos virais e peptideos do
nacleo celular, contidos nos spliceossoma, como a proteina Sm (VAUGHAN et
al., 1995).

Essa semelhanca antigénica explica como uma infeccéo viral
pode ser o gatilho inicial das manifestacdes clinicas e imunoldgicas do LES
(JAMES et al., 2001). Como os auto-anticorpos parecem exercer papel central
na patogénese do LES, seu aparecimento pode preceder ou coincidir com a
expressao das manifestacdes clinicas (ARBUCKLE et al., 2003). Dessa forma,
ressalta-se a relevancia do presente estudo que busca analisar a associacao

da presenca e da avidez de anticorpos anti-EBV com a atividade do LES.
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f OBJETIVOS




Geral

Verificar a associacdo entre atividade do Lupus Eritematoso
Sistémico, por meio dos critérios do SLEDAI, e avidez de anticorpos IgG anti-
EBV.

Especificos

& Determinar as caracteristicas socio-demograficas e socioeconbémicas dos

pacientes, de acordo com 0s grupo caso e controle.

& Diferenciar os pacientes com LES quanto a presenca de anticorpos IgG anti-

EBV em soro, por meio do teste de enzimaimunoensaio (ELISA).

= Categorizar os pacientes com LES quanto a infeccao por EBV, por meio do

indice de avidez dos anticorpos IgG anti-EBV.

& Comparar os indices de avidez dos anticorpos IgG anti-EBV entre os

pacientes com LES em atividade e inativo.

& Descrever sinais e sintomas do lUpus eritematoso sistémico dos pacientes,

segundo os critérios SLEDAI.
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LUpus Eritematoso Sistémico

Conceito e epidemiologia

O Lupus Eritematoso Sistémico (LES) é uma doenca auto-imune
caracterizada pela producdo de anticorpos anti-DNA, o0s quais parecem
desempenhar importante papel em sua imunopatologia, cujos titulos
freqUientemente estdo associados a atividade de doenca (MORROW, ISENBERG,
1987).

Em 1970, Siegel et al. estimaram a incidéncia anual do LES, nos
Estados Unidos e na Europa, em dois a oito individuos por 100.000 habitantes.
Em 1985, Hochberg encontrou incidéncia de 124 para 100.000 habitantes, nos
Estados Unidos, utilizando pesquisa telefénica com os médicos responsaveis por
pacientes com LES e diretamente com portadores da patologia. Jacobson et al.,
em 1997, revisando 19 artigos sobre epidemiologia do LES publicados entre 1965
e 1995, identificaram que, em quatro décadas, essa incidéncia, passou para 5 a
56 por 100.000 habitantes entre 1980 e 1992. Segundo Hopkinson et al. (1993) e
Jacobson et al. (1997), na década de 90, sua prevaléncia situava-se entre 20 a 60

casos por 100.000 habitantes.

Diversos estudos tém apontado sexo e raca, como fatores de
evolucao desfavoravel da doenca. O LES predomina em mulheres (JACOBSON
et al., 1997), principalmente em idade reprodutiva, quando a producdo de
estrégeno € maior (SIEGEL et al., 1970). Ao se demonstrar que, em animais
castrados do sexo masculino, a incidéncia de LES foi semelhante & do feminino,

reforcou-se a importancia desse horménio para o desenvolvimento da doenca. No



entanto, embora o sexo masculino seja menos acometido, sua taxa de sobrevida

devido a doenca é menor que no feminino (WALLACE et al., 1981).

Ward e Studenski, em 1990, identificaram que na raga negra a
doenca surge numa faixa etaria mais jovem, com maior freqiéncia de
fotossensibilidade, sindrome sicca, nefrite e lesdes discéides, além da presenca
dos anticorpos anti-RNP e anti-Sm. Johonson et al., em 1995, complementaram
essa informacdo ao encontrarem incidéncia e prevaléncia de LES maior em
orientais, além dos negros afro-caribenhos. A doenca afeta mais e de forma mais
severa a populacédo ndo branca, segundo estudo realizado por Ghaussy et al., em
2004.

Fatores genéticos sdo importantes para o aparecimento do Lupus.
Sua ocorréncia em gémeos monozigéticos € de 24% (DEAPEN et al.,1992) e de
3% em dizigéticos (WINCHESTER, NUNES-ROLDAN, 1982). Estudos
populacionais sugerem que a susceptibilidade para o LES poderia estar ligada ao
gene de classe Il em humanos. O risco relativo de apresentar a doenca € maior
nos pacientes portadores dos genes HLA-DR2, HLA-DRS3, alelos nulos para C4
(VAUGHAN, 1997), HLA-A1 e HLA-B8 (ARNET, REVEILLE, 1992). Walport
(1993) demonstrou a associacdo entre deficiéncia de componentes iniciais do
complemento e IUpus, ao constatar que 33% dos individuos com auséncia total da

fracdo C1q € C, do complemento desenvolveram a patologia.

Dentre os fatores ambientais, que podem induzir ao aparecimento da
doenca, estdo drogas, como a procainamida e a hidralazina (YUNG,
RICHARDSON, 1994) além da radiacdo solar UVB, que parece estar envolvida na
etiopatogenia do LES, por levar a formacdo de dimeros de timina, mutacédo e
morte celular através de apoptose, causando lesdes teciduais (TURNER et al.,
2004; McGRATH JR, 1999).

A idéia de que um agente microbiano, incluindo bactérias, virus e
parasitas, possa representar fator importante para iniciar e perpetuar uma
resposta auto-imune tem encontrado grande respaldo na literatura (BEHAR-

PORCELLI, 1995). No entanto, nenhum microorganismo ou mecanismo pode



explicar, isoladamente, a extrema variedade de fenbmenos na auto-imunidade.
Evidéncias crescentes sugerem que certos virus ocasionariam manifestacoes
clinicas de natureza auto-imune em individuos geneticamente predispostos. Em
1985, Theofilopoulos e Dixon, ao demonstrarem altos titulos de retrovirus e o
efeito deletério dessa infeccdo cronica em ratos New Zealand Black (NZB) com

LES, reforgaram a participagao viral na patogénese da auto-imunidade.

Esta hipotese, de ser a infeccdo viral um dos fatores causais do
LES, é atraente, pelo fato dos pacientes apresentarem maior incidéncia,
susceptibilidade e alteracbes imunes decorrentes de infeccdo (ILIPOULOS,

TSOKOS, 1996).

Uma hipotese alternativa € que o LES possa resultar de resposta
imune aberrante a diferentes fatores ambientais (KITAGAWA et al, 1988).
Todavia tem-se constatado também a acédo de outros fatores, como o hormonal,
uma vez que a administracdo de estrdgeno em animais de laboratorio exacerba
as manifestacbes clinicas da doenca (AHMED, OLDSTONE, 1984). Auto-
anticorpos surgem quando ocorre dano tecidual por causas nao infecciosas, como
0 uso de certas drogas, o infarto do miocardio, a queimadura severa e 0 cancer
(SCHATTNER et al., 1983). Assim, o virus ndo é o unico fator responsavel pelo
surgimento da auto-imunidade e sua presengca nem sempre conduz a patologias
desse tipo (KANG et al., 2004).

Resposta imune no Lupus

O LES, como a maioria das doencas auto-imunes, é uma sindrome
clinica, na qual o dano tecidual resulta de uma resposta imune aberrante contra
antigenos do proprio organismo (McCLAIN et al., 2002). O mecanismo principal
decorre de falha na tolerancia central ou periférica, que resulta na ativacdo e na
expansao de clones auto-reativos de linfocitos T e B, levando a producédo de auto-

anticorpos, de grande variedade de citocinas e de mediadores inflamatorios



responsaveis pelos mais diversos danos tissulares. Embora muitas informagdes a
respeito das doencas auto-imunes tenham se acumulado ao longo de anos de
pesquisa, a etiologia destas permanece desconhecida (BEHAR, PORCELL],
1995).

Auto-anticorpos, presentes em algumas infeccdes nos seres
humanos, podem ocorrer em individuos normais, sem que necessariamente
causem dano tissular ou manifestacbes clinicas, desaparecendo com a
eliminagéo do agente infeccioso (VAUGHAN et al, 1995). Em alguns pacientes,
essa reacao pode promover lesdo e consequente doenca, pela exacerbacao do
processo auto-imune decorrente da replicacdo de determinados virus em tecidos
importantes (WANDINGER et al., 2000). Em caso de leséo de 6rgédo por infeccdo
viral, auto-anticorpos especificos para o tecido lesado tém sido encontrados e
parecem participar do dano tissular, por meio da citotoxicidade dependente de
anticorpo ou da formacdo de imunocomplexos, com fixacdo de complemento e
citélise (VENTO et al.,, 1988).

Durante a evolucdo da doenca, é possivel ocorrer alteragcbes nos
componentes do sistema imune, que podem acentuar-se por infeccdes, bem
como pelo uso de drogas imunossupressoras. A presenca de anormalidades em
orgaos, células e proteinas, importantes para a eliminagdo de agentes agressores
e manutencdo da homeostase tecidual, poderia, de certa forma, explicar a
patogenia do LES. Descrevem-se, a seguir, algumas alteracbes do sistema
reticulo-endotelial, que poderiam justificar o aparecimento das respostas imunes

aberrantes em pacientes com LES.

Os macroéfagos apresentam diminuicdo na capacidade de fagocitar
antigenos, bem como de apresenta-los aos linfocitos responsaveis pela resposta
imune eficaz (ROBERTS et al, 1987), o que poderia justificar uma maior
incidéncia de infeccbes nestes pacientes (YU et al., 1989). A presenca de auto-
anticorpos contra receptores de imunoglobulinas, presentes na superficie de tais
células, também poderia interferir com suas funcdes normais (KIMBERLY,

SALMOM, EDBERG, 1995). Estes mesmos auto-anticorpos podem alterar a



resposta imune, uma vez gue tais receptores se acham presentes nos neutréfilos

e nos linfocitos natural killer (NK).

Os neutrdfilos apresentam alteracbes em numero, Vvisto a
neutropenia ser achado frequente durante evolucdo da doenca (KEELING,
ISEMBERG, 1993), assim como na capacidade de fagocitose (YU et al., 1989) e
de quimiotaxia (PEREZ et al.,1987). O excesso de imunocomplexos circulantes
pode induzir constante ativacdo de tais células, o que justificaria uma menor
capacidade de responder a estimulos secundéarios adjacentes, como uma
infeccdo concomitante durante atividade da doenca (VIA, ALEEN, WELTON,
1984).

Os linfécitos, especialmente os T auxiliadores (Th), encontram-se
em menor numero e sua funcdo alterada pela menor capacidade de producéo de
interleucina-2 (IL-2) e gama interferon (TSOKOS, 1992). Os linfocitos B
apresentam capacidade normal de sintetizar anticorpos, apesar da ativacao
policlonal e da hipergamaglobulinemia (TSOKOS, 1992). Os linfécitos NK podem
se apresentar em menor quantidade (ERKELLER-YUSEL et al.,, 1993) e a
presenca de auto-anticorpos contra tais células justificaria alteracfes em suas
funcdes normais (WINFIELD, MIMURA, 1992).

O sistema de complemento, importante para uma resposta imune
adequada, apresenta alteracdes que tém a possibilidade de causar exacerbacao
do LES. O numero de receptores do complemento (CR1), na superficie das
hemacias, encontra-se diminuido (YOSHIDA, YUKIYAMA, MIYAMOTO, 1987) e a
presenca de auto-anticorpos contra fragdo Csp, na superficie de tais células,
dificulta a remocéo dos imunocomplexos circulantes, favorecendo sua deposicao
e o dano tissular (MIR, BALSALOBRE, 1994).

O baco, importante componente do sistema reticulo-endotelial, pode
apresentar alteracdes responsaveis pela diminuicdo na filtracdo das hemacias
recobertas por imunocomplexos (FRANK et al., 1979) e pela maior incidéncia de
infeccdes bacterianas (PILIERO, FURIE, 1990).



E necessario abordar alguns aspectos da biossintese protéica para
compreender a importancia das moléculas contra as quais estdo direcionados 0s

auto-anticorpos, produzidos em pacientes com LES.

Todas as células eucaritticas contém certa quantidade de pequenos
RNA (RNAs), além do RNA mensageiro, do RNA transportador e do RNA
ribossébmico. Habitualmente a estes RNA, fixam-se proteinas, originando as
particulas de ribonucleoproteinas (RNP), entre as quais estdo as small nuclear

RNP (RNPsn), ricas em uridina.

As proteinas, associadas as RNPsn, podem ser divididas em dois
grupos: as chamadas Sm, que estdo presentes e sdo comuns a todos 0s quatro
tipos de RNPsnh spliceossomal, e as proteinas particulas especificas, as quais sao
associadas com uma das quatro RNPsn spliceossomais (BRAHMS et al., 2000).
As proteinas Sm constituem um grupo de oito peptideos denominados: B’, B, D1,
D2, D3, E, F e G, com importancia imunolégica (BRAHMS et al., 2000).

O primeiro passo na formagdo de RNPsn consiste na unido das
proteinas Sm com RNAs (HABETS et al., 1989), sendo as mais abundantes: U1,
U2, U4/6 e U5, chamadas spliceossomais, desde que elas constituem os
spliceossoma (GUNNEWIEK, VAN DE PUTTE, VAN VENROOIJ, 1997).

Os componentes das RNPsn sdo alvo de auto-anticorpos no LES e
podem ser divididos em dois grandes grupos: o primeiro produzido contra as
proteinas Sm dos spliceossoma, isto é, das RNPsn Ul, U2, U4/6 e U5 sendo
denominado de anti-Sm; o segundo, tendo como alvo a proteina particula
especifica de cada RNPsn, por isso sdo denominados anti-RNPsn, pois somente
essa estrutura é reconhecida (GUNNEWIEK, VAN DE PUTTE, VAN VENROOIJ,
1997). Auto-anticorpos anti-Sm e anti-RNPn s&o produzidos por 25% a 40% dos
pacientes com lUpus, respectivamente, sendo o primeiro, especifico para o LES,

ao contrario dos demais auto-anticorpos (VAUGHAN, 1996).

O anticorpo anti-Sm é de tal importancia, que sua presenca é um
dos critérios elaborados pelo ACR para diagnostico da doenca (HOCHBERG,



1998). Pode interagir com componentes dos spliceossoma, especialmente as
proteinas B, B’ e D (McCLAIN et al.,, 2002), sendo este ultimo constituido de
sequéncias repetidas de glicina/arginina (VAUGHAN, 1996). O fato dos anticorpos
anti-Sm reconhecerem diferentes estruturas antigénicas deve-se, nédo a diferentes
populacdes de anticorpos, mas a reacOes cruzadas, decorrentes de homologia
entre as sequéncias de aminoacidos, que compdem este grupo de peptideos
(ROKEACH, HASELBY, HOCH, 1988).

Atualmente, a sequéncia de aminoacidos, presente na proteina Sm
responsavel pelo aparecimento dos auto-anticorpos, € conhecida (JAMES et al.,
1994). O epitopo principal é composto por sequéncias repetidas de glicina/
arginina, localizadas na porcdo carboxi-terminal da Sm D1 (SABBATINI,
BOMBARDIERI, MIGLIORINI, 1993a). Regido com caracteristicas semelhantes
se faz presente também na proteina Sm D3, uma vez que imunizacao pela Sm D1
resulta na producdo de anticorpos contra Sm D3 (RIEMEKASTEN et al., 1995).
Assim, esta regido é o principal alvo dos auto-anticorpos, durante a resposta

imune.

Entre as proteinas componentes do RNPsn, o polipeptideo D é o de
maior interesse no presente estudo, uma vez que possui homologia com
sequéncia do antigeno EBNA-1, produzido nas células infectadas pelo EBV
(ROKEACH, HASELBY, HOCH, 1988).

Nos pacientes com LES, ha produgcdo de auto-anticorpos contra
diversos componentes das estruturas responsaveis pela sintese protéica. Pode
ocorrer, de forma exagerada, producédo de auto-anticorpos contra componentes
do cromossomo, ou seja, contra DNA, contra proteinas histonas e contra histonas
nao estruturais (HARDGRAVE et al., 1993).

Quadro clinico do Lupus Eritematoso Sistémico

As manifestacdes clinicas mais frequentes do LES s&do aquelas



referidas no ACR (HOCHBERG, 1998), porém, durante a reativagdo da doenca,

podem surgir sinais e sintomas outros.

Os achados clinicos mais comuns, no inicio ou durante a evolugao
do LES, incluem:

2 Acometimento musculo-esquelético - a maioria dos pacientes evolui com
artralgias, comprometendo as articulagbes inter-falangianas proximais,
metacarpo-falangianas, punhos e joelhos, geralmente em auséncia de erosdes
articulares. A osteonecrose é a mais grave manifestacdo articular e
geralmente se relaciona com o0 uso de altas doses de corticéide. As miopatias
inflamatérias podem se fazer presentes em algumas ocasides (CRONIN,
1988);

& Sinais e sintomas muco-cutaneos - as ulceracdes orais estdo presentes em
30% dos pacientes, localizando-se em palato com evolucéo indolor, exceto no
caso de infec¢cdes como a candidiase. Lesdes cutaneas ocorrem em 80% dos
casos, durante a evolucdo da doenca, sendo o rash malar em asa de
borboleta e a fotossensibilidade as mais caracteristicas. Em 25% dos
pacientes, surgem lesdes discéides, caracterizadas por atrofia cutanea; a
alopecia manifesta-se em 50% dos casos, principalmente nos periodos de
atividade do LES e o fendmeno de Raynaud é observado em 30%. Outras
manifestacbes menos frequentes sdo as urticarias (referida por 6% dos
pacientes), a paniculite (por 1% dos casos), as telangectasias, o livedo

reticularis (por 17% dos casos) e a purpura digital (RABBANI et al., 2003);

& Serosite - em 41% dos casos, a inflamacdo da pleura, do pericardio ou do
peritdnio pode ocorrer com ou sem efusdo (WILLIAMS, SHAH, SARGEANT,
2004). Segundo Swaak et al. (1999), sua freqiéncia aumenta com a evolucéo
da doenca de 36% para 67%;

= Manifestacbes hematoldgicas - anemia, decorrente de processo inflamatorio
cronico, € a alteracdo hematolégica mais frequente, acometendo no minimo

uma vez 33% dos casos, dos quais 5% podem ser do tipo hemolitico.



Trombocitopenia, leucopenia com linfocitopenia na auséncia de drogas
imunossupressoras, sao caracteristicas do LES, sem, no entanto,
representarem risco de infec¢cdo, embora acometam 17% e 42% dos pacientes
respectivamente. Hemdlise com teste de Coombs positivo ndo é manifestacéo
comum no LES (HU et al., 2004);

ManifestacBes renais - do ponto de vista histopatolégico, a maioria dos
pacientes apresenta glomerulopatias, no entanto, sua manifestacdo clinica
ocorre em 50% dos doentes. Habitualmente, as lesGes decorrem de depdsitos
de imunocomplexos, contendo DNA como antigeno, acompanhados de
reducdo do nivel de complemento. As alteracdes mais freqlentes sdo as
lesbes mesangiais, proliferativas e difuso-proliferativas, estas ultimas
acompanhadas de hipertenséo arterial, com alteragdes no sedimento urinario,
sendo a proteindria a anormalidade mais frequente (32%), seguida de
diminuicdo da depuracdo de creatinina (27%), de hematuria (20%) e de
cilindraria (17%). A presenca de uma sindrome nefrética sugere alteragcdes
membranosas ao nivel glomerular (WILLIAMS, SHAH, SARGEANT, 2004);

AlteracBes neuropsiquiatricas - tais complicacBes estdo presentes em 50%
dos pacientes, manifestando-se como depressdo (em 14% dos pacientes),
alteracOes da personalidade e psicose. Em geral, essas alteragdes decorrem

de inflamacéo dos vasos ou de fenébmenos trombdéticos (HAUPT, 2004);

Manifesta¢cdes pulmonares — o comprometimento do sistema respiratério pode
se apresentar na forma de fibrose intersticial e vasculite, que sdo as principais
causas de hipertenséo pulmonar (MARTUSEWICZ-BOROS et al., 2002);

Manifestacdes oculares — pacientes com LES podem desenvolver uveite
anterior, iridociclite, ocluséo arterial e venosa da retina e lesées isquémicas do
nervo optico (YAP et al., 1998).

envolvimento do sistema nervoso central (SNC) com diversos sinais e
diagnosticos como convulsdo (9%), neuropatia periférica (6%), -crises

convulsivas, acidente vascular cerebral, diminuicdo da consciéncia (4%),



meningite asséptica (2%), além de outros comprometimentos que se tornam
mais freqlientes com a evolucéo da doenca passando de 6% para 65%, apos

dez anos;

& hepatomegalia — o0 sinal gastrintestinal mais frequente, diagnosticado em 17%
dos pacientes e a esplenomegalia, em 8%, além de outras manifestacdes
como: pancreatite e vasculite intestinal, acometendo 3% e 1% dos casos,

respectivamente;

Evolucéo do Lupus Eritematoso Sistémico

Em 1975, Fries e Holman afirmaram que o LES pode ser ativo por
alguns anos e entrar em remissdo permanente. Em 1987, Halberg, Alsbjorn e
Gerstoft, ndo encontrando remissdo em 148 pacientes lapicos acompanhados
apos 10 anos, admitiram tratar-se de uma doenca crénica. No entanto o lUpus
pode evoluir de forma intermitente, embora seja possivel sua remissdo mesmo
com a retirada de terapia adequada (FORMIGA, PAC, PUJOL, 1999).
Bombardier, Gladman e Urowitz, (1992) relataram que, em formas graves da
doenca, também pode haver remissdo, entretanto as caracteristicas desses
pacientes, bem como a freqiiéncia e a duragdo da remissao, ainda nao haviam

sido determinadas.

Dubois descreveu a remissdo em 35% de 520 pacientes, por tempo
de 10 a 20 anos, em 1956, portanto antes do emprego de corticdide ou de
imunossupressores no tratamento. Em 1976, o mesmo autor verificou que,
durante o periodo chamado de remissdo, 0s pacientes podiam evoluir com

manifestacdes clinicas leves e com persisténcia das alteracdes laboratoriais.

Drenkard et al. (1996) verificaram que, dentre 667 pacientes, 25%
tiveram remissdo por periodo minimo de um ano. Formiga et al. (1999), dentre
100 pacientes portadores de LES, observaram remissdo em 14, os quais, ao

inicio da doencga, apresentavam elevado indice de atividade.



O conceito de remissao foi sendo aprimorado com o passar do
tempo. Assim, Denkard et al, em 1996, adotaram dois critérios para
caracterizagdo de remissdo: auséncia de manifestacfes clinicas por periodo
minimo de um ano, bem como de medicacdo capaz de suprimir a atividade da
doenca. Nao consideraram em remissédo, paciente assintomatico que necessitava
de qualquer droga para suprimir a atividade da doenca ou com manifestacéo

clinica isolada.

Swaak et al., em 1999, associaram aos critérios de remissdo, a
auséncia de atividade da doenca, definida como a mudanca de manifestacbes
clinicas decorrentes de processo inflamatoério desconhecido, avaliada por meio do
Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index, conhecido pela sigla
SLEDAL

Formiga, Pac e Pujol, em 1999, alertaram que o critério de remissao
ndo era invalidado pela presenca de sintomas leves como febre e artralgias, nem

pela presenca de alteragcdes laboratoriais.

Além da remissédo do Lupus Eritematoso Sistémico, foi de primordial
importancia caracterizar sua atividade, para avaliar, de forma objetiva, se o
paciente evolui com melhora ou piora da doencga, o que tem sido tema bastante
controvertido. A capacidade de avaliar o grau de atividade da doenc¢a no LES é de
primordial importancia, pois decisdes terapéuticas dependem, em muitas

ocasibes, do julgamento médico sobre o estado da doenca (DECKER, 1982).

Na busca de um indice valido e reprodutivel de atividade do LES,
admite-se a necessidade de obediéncia a seis critérios metodolégicos: facil
compreensao, credibilidade, acuracia, reprodutibilidade, coeréncia biol6gica e
facilidade de uso. A acuracia de um instrumento de medida é funcdo da
seguranca e do viés, enquanto que a reprodutibilidade esta relacionada a
magnitude dos possiveis escores que resultam da aplicacdo do indice. Um
instrumento, que fornece amplo intervalo de variagdo de escore, tem
reprodutibilidade, uma vez que a alteracdo de uma unica variavel provocara uma

grande diferenca no resultado final. Os seis critérios devem estar sempre



presentes para que o indice tenha valor em pesquisas clinicas e permita a
comparacdo de pacientes de diferentes centros, bem como sua estratificacao

para ensaios terapéuticos (HAWKER et al., 1993).

Foram desenvolvidos mais de 60 indices, desde 1960, porém sé
mais recentemente obtiveram-se instrumentos capazes de fornecer uma

avaliagao global da atividade de doenca.

Avaliacdo da atividade da doenca

O SLEDAI foi inicialmente desenvolvido em Toronto, Canad4, em
1985, durante o encontro sobre atividade de doenca ro LES (BOMBARDIER,
GLADMAN, UROWITZ, 1992), com 0 objetivo de avaliar 24 atributos claramente
definidos, agrupados segundo sintomas e sinais detectaveis em nove 0Orgaos,
sendo determinado um escore ponderal para cada érgdo bem como um escore
total, cuja validade foi testada em 1988 por um grupo internacional de
especialistas em lUpus, pesquisando em oito centros da Europa e dos Estados

Unidos.

Petri e Genovesi, em 1992, demonstraram que o SLEDAI tem
sensibilidade para detectar mudanca na atividade da doenca. Hawker et al., em
1993, comparando o SLEDAI, ao British Isles Lupus Assessment Group - BILAG e
ao Systemic Lupus Activity Measure — SLAM, consideraram o SLEDAI como de
facil interpretacdo e de total confiabilidade quando aplicado por médico
reumatologista. No entanto, em 1994, Gladman além de classifica-lo como o
indice mais sensivel para avaliar alteracbes da doenca, considerou-o valido e
confidvel para ser aplicado em diferentes paises e servicos de saude e afirmou
gue mediante seu emprego obtém-se resultado satisfatério, comprovando que o
indice contempla importantes dimensfes de atividade da doenca, sintomas e
sinais clinicos, alteracbes laboratoriais e avaliacgdo da resposta imune,

independentemente da experiéncia do profissional que o emprega.



O SLEDAI tem sido empregado para avaliar, além de atividade da
doenca, o risco do desenvolvimento de algumas de suas complicagdes. Em 1994,
Belmont et al. utilizaram o SLEDAI para verificar atividade de doenca, em estudo
no qual havia aumento na expressdo de moléculas de adesdo nas células
endoteliais. A presenca aumentada de tais proteinas, nas superficies celulares,

acontecia com maior freqiéncia nos periodos de exacerbacao do LES.

Nossent em 1993, fez uso desse indice para descrever 0 curso e o
progndstico do LES em pacientes negros de origem caribenha. Observou que um
escore elevado do SLEDAI estava associado a uma diminuicdo na sobrevida dos
doentes. Em 1999, Formiga, Pac e Pujol, ao utilizarem o SLEDAI para identificar
atividade clinica da doenca, concluiram que, quanto mais severo o quadro clinico
inaugural da doenca e mais alto o SLEDAI, tdo mais tardiamente podera haver

reducéo de sinais e sintomas iniciais.

Em 1997, Borba e Bonfa, estudando o papel das dislipoproteinemias
como causa de aterosclerose em LES, classificaram como doenca inativa ou
estavel aquela com SLEDAI igual ou menor que quatro e doenca com atividade
moderada ou severa, a que se acompanha de SLEDAI igual ou superior a seis.
Em 2004, Kang et al. também utilizaram o SLEDAI para classificar atividade da
doenga, mas tomaram cinco como ponto de corte para classificar a atividade da

doenca como moderada ou severa.

Imunossupresséo e infecgdes no LES

Tal como descrito na etiopatogenia do LES, as respostas imunes
aberrantes sdo geralmente responsaveis pelo dano tissular e, para minimizar tais
alteracbes, usam-se drogas, cujo objetivo principal € suprimir a resposta humoral,
ou seja, a produgéo de auto-anticorpos. Assim, o tratamento do LES baseia-se no

uso de antiinflamatérios ndo hormonais, corticosteréides e drogas



imunossupressoras, isoladas ou em associacdo com antibiéticos, devido a

incidéncia aumentada de infec¢des nesses pacientes.

A infeccdo acomete tanto os pacientes da comunidade como o0s
hospitalizados e sua patogénese é complexa. Pode acometer diversos sitios,
contudo o pulmonar € o mais comum, conforme relatado por Dufty, Dufty e

Gladman, em 1991, e corroborado por Lee et al., em 1997.

As infeccdes bacterianas e ndo bacterianas sdo a maior causa de
mortalidade e morbidade de pacientes com LES (ROSNER et al, 1982),
respondendo por 30% dos Obitos por esta enfermidade (KARSH et al., 1979). O
aumento da taxa de infeccdo pode ser atribuido ao Lupus em si (NIVED,
STURFELT, WOLLHEIM, 1985), a nefrite lupica (LEE et al., 1997), a doenca em
atividade (DUFTY, DUFTY, GLADMAN, 1991), ao seu agravamento (NIVED,
STURFELT, WOLLHEIM, 1985), ou ao uso de azathioprina (PETRI, GENOVESE,
1992).

Os agentes imunossupressores levam ao aumento da sobrevida dos
pacientes (KLIPPEL, 1990), porém contribuem para risco maior de infeccéo, por
virus, incluindo herpes-zoster e citomegalovirus, assim como por bactérias
oportunistas como Pneumocistis cariini (HELLMANN, PETRI, WHITING-
O’KEEFE, 1987).

Em pacientes com doenca em atividade, o risco de infeccéo
aumenta quando se institui a terapéutica com esterdide associado a
ciclofosfamida, empregando altas doses (MORGAN et al, 1990; SEN et al.,,
1991). No entanto o risco de infeccdo nédo se faz presente quando o
corticosterdide é utilizado isoladamente, exceto na infeccdo por herpes-zoster e
por bactérias oportunistas (PRYOR, BOLOGNA, KAHL, 1996).

Na infeccdo por EBV, o papel do corticéide tem sido questionado
(PETRI, GENOVESE, 1992). Essa medicacao ndo altera as transformacdes que
sofrem os linfocitos na presengca do EBV, nas primeiras duas semanas de uso.

Apos trés meses da terapéutica, os pacientes apresentam diminuicao significativa



no numero de linfécitos T e B. Essa linfocitopenia poderia interferir na resposta
imune ao EBV, entretanto a producéo de IgG e IgM anti-VCA e IgG anti-EA nao
se alteram nos casos de mononucleose infecciosa (BRANDFONBRENER et al.,
1986; FLEISHER, COLLINS, FAGER, 1985).

Altas doses de drogas imunossupressoras podem reativar o EBV e
favorecer o surgimento de malignidade. A combinacdo de corticéide e de
imunossupressores conduz a uma linfocitopenia bem como a reativacdo do EBV
em estado latente, embora a diminuicdo de linfocitos T ndo se associe a maior
incidéncia de infec¢des oportunistas (LAZZARINO et al., 1999).

Ginzler et al., em 1978, relataram aumento de infeccdes em
pacientes com LES, quando em uso de doses iguais ou superiores a 40mg/dia de
prednisona; esse aumento ndo foi verificado nos pacientes em uso de
azathioprina. Contrariamente, Hellmann et al. (1987) comprovaram que erapias
com drogas imunossupressoras associam-se a oObito, particularmente por infeccao

oportunista.

Papel de agentes infecciosos na resposta auto-imune

Os microorganismos possuem diferentes moléculas antigénicas, que
serdo reconhecidas como estranhas pelo sistema imune do hospedeiro. Estes
antigenos potenciais incluem uma variedade de carboidratos, lipideos e proteinas,
gue podem ser detectados por receptores especificos dos linfécitos T e B O
sistema receptor na superficie dos linfécitos B € constituido por imunoglobulinas,
capazes de reconhecer antigenos protéicos, ja os receptores dos linfocitos T s6
reconhecem antigenos protéicos derivados dos microorganismos, quando
associados a outras moléculas, que podem ser de classe | ou classe Il do MHC,
apesar de algumas excecdes terem sido descritas na década de 90 (BECKMAN
et al., 1994).



Virus, bactérias e auto-imunidade

Embora muitas informacdes a respeito das doengas auto-imunes
tenham se acumulado ao longo de anos de pesquisa, a etiologia destas
permanece desconhecida (BEHAR, PORCELLI, 1995).

Em alguns pacientes, os agentes infecciosos podem promover lesdo
e consequente doenca, quer pela sua replicagdo em tecidos importantes ou
favorecendo o surgimento de respostas auto-imunes (WANDINGER et al., 2000).
Os virus podem ainda modificar proteinas celulares, que deixariam de ser
reconhecidas como proprias; liberar proteinas ausentes da circulacdo (antigenos
sequestrados); afetar o sistema imune com estimulag&o policlonal de linfécitos B;
promover alteragbes nas células imunorreguladoras; mimetizar moléculas do
organismo provocando reacfes cruzadas; gerar anticorpos anti-idiétipos ou levar
a formacéo de imunocomplexos (SCHATTNER, RAGER-ZISMAN, 1990).

A concomitancia de titulos elevados de anticorpos especificos, da
identificacdo da sequéncia viral e da presenca de titulos elevados de ?-interferon
em soro de pacientes tém reforcado que os virus podem ser fatores etioldgicos
das doengas auto-imunes (KANG et al., 2004). Alguns exemplos séo: a
associacao entre o virus coxsackie B e o posterior desenvolvimento de diabetes
mellitus insulino-dependente (BANATVALA, 1987); o surgimento de sindrome de
Sjogren, anemia aplastica, hemodlise e LES ap0s mononucleose infecciosa
(CHEESEMAN, 1988) e o desencadeamento ou exacerbacdo de doencas auto-

imunes apoés vacinagdes contra doencas virais (BELLANTI, 1975).

A acdo dos virus, particularmente os herpesvirus (ZHU, 1995) nas
doencas auto-imunes, decorre de sua permanéncia em células
imunocompetentes, tais como linfocitos T, linfécitos B e macréfagos, bem como
de sua capacidade de replicacdo, o que poderia explicar as manifestacdes
ciclicas dessas patologias (RIDER et al., 1997). O virus Epstein-Barr (EBV), o
citomegalovirus (CMV), o herpes simplex e o virus da hepatite B sdo exemplos
caracteristicos (McCHESNEY, OLDSTONE, 1987).



No caso do EBV, os linfocitos infectados tornam-se ativados, com
crescimento e replicacdo auténomos e producédo de auto-anticorpos (TOSATO,
BLAESE, 1985), que reagem a multiplos 6rgdos (GARZELLI et al., 1984). As

acoes do EBV no sistema imune incluem:

& poder atuar como gatilho inicial na producdo de auto-anticorpos por estimular
proliferacdo e diferenciagdo de linfocitos B, levando a producéo de anticorpos
gue podem ou ndo causar danos nas células hospedeiras (SCHATTNER,
1987). A ativacdo das células produtoras destes anticorpos ocorre
indiretamente, pela diminuicdo na atividade supressora de linfocitos T
(MILLER, SCHWARTZ, 1982).

& responder, ainda, pela ruptura da imunorregulacdo, por causar reducdo no
namero e na funcdo de linfocitos natural killer (NK), sendo este efeito comum
nas doencas auto-imunes (McCHESNEY, OLDSTONE, 1987). Seu outro efeito
indireto, no sistema imune, € a inducdo de sintese de ?-interferon (?-INF), ?-
interferon (?-INF) (FREI et al., 1988) e fator de necrose tumoral (TNF)
(BEUTLER, 1988), citocinas estas capazes de aumentar a resposta

inflamatoria, nas doencas auto-imunes.

& diminuir a expressdo de moléculas de classe | do complexo maior de
histocompatibilidade (MHC), evitando o reconhecimento das células infectadas
por linfécitos T citotéxicos (T.), favorecendo sua persisténcia no hospedeiro
(DOHERTY, 1987); outros tém efeitos opostos, ou seja, induzem producao das
citocinas IFN e TNF, que aumentam a expressao de antigenos classe | do
MHC, facilitando a destruicao destas células por linfocitos T. autorreativos, tal
como ocorre nas células beta do pancreas no diabetes e nas células da
tireGide, na tireoidite auto-imune (FELDMAN, LONDEI, BUCHAN, 1987).

& apresentar de epitopos similares, ou seja, seqUéncia de aminoacidos
semelhantes, tanto no agente infeccioso como no hospedeiro. Tais antigenos,
guando presentes em determinados virus, poderiam induzir uma resposta
imune, com producdo de anticorpos, 0s quais por reacdo cruzada se ligariam

aos antigenos do proprio hospedeiro, levando a subversdo do mecanismo



normal de tolerancia, bem como a perpetuacdo da resposta auto-imune.
Reacdes cruzadas entre microorganismos e componentes proprios tém sido
demonstradas experimentalmente em humanos e em animais de laboratorio
(PORCELLI, 1993).

& compartilhar sitios antigénicos com os do hospedeiro normal, porque ambos
possuem sequéncias de aminoacidos homadlogas, de ocorréncia aleatéria ou
como resultado da incorporacao de proteinas das células hospedeiras, durante
o periodo de replicacdo viral (SCHATTNER, RAGER-ZISMAN, 1990). Os
modelos auto-imunes, baseados no mimetismo molecular, pressupbem a
existéncia dos linfocitos T auto-reativos, uma vez que auxiliam linfocitos B
auto-reativos na producdo de auto-anticorpos. No entanto tais linfécitos séo
mantidos num estado de anergia ou de ignorancia imunoldgica, antes do
aparecimento das alteracdes imunes (MILLER, MORAHAN, 1992).

Faz-se necessario explicar como tais células escapam da inducéo
de tolerancia que ocorre no timo, e como permanecem em siléncio imunoldgico,
ou seja, sem reagir com antigenos préprios. Outro ponto, que precisa ser mais
bem compreendido, € a persisténcia da doenca, evoluindo com remissdo e

exacerbacdo, mesmo apos o agente infeccioso ter sido eliminado.

Embora proteinas teciduais sejam capazes de desencadear sintese
de auto-anticorpos, habitualmente ndo induzem respostas imunes, por nao serem
adequadamente processadas e apresentadas aos linfécitos T potencialmente
auto-reativos (SERCARZ et al., 1993). Estes antigenos proprios sé&o
coletivamente denominados antigenos sequestrados. Suas sequéncias de
aminoacidos existem em diversos tecidos, podendo localizar-se também em areas
avasculares, como a coOrnea, e em tecidos com barreiras anatdmicas, tal como
ocorre no sistema nervoso central e na capsula de Bowman no rim (SERCARZ et
al., 1993).



No entanto, quando estes tecidos sdo danificados por virus ou
outros microorganismos, proteinas inicialmente inacessiveis podem ser expostas
e desencadear resposta imune, quando apresentadas de forma eficaz aos

linfécitos T potencialmente auto-reativos (LIN et al., 1991).

Existem dois mecanismos distintos para explicar como 0s virus
podem causar dano celular com liberacdo de antigenos sequestrados,
responsaveis pela producdo de auto-anticorpos. No primeiro, admite-se que o0
antigeno encontrar-se-ia no interior da célula, impedindo sua deteccao pelo
sistema imune, até que fosse liberado ou exposto, como consequéncia da morte
celular. Tais antigenos seriam entdo reconhecidos pelos linfécitos T e B auto-
reativos, resultando numa resposta imune, que levaria a producdo de auto-
anticorpos, com possibilidade de causar dano tissular (BEHAR, PORCELLI,
1995).

Num segundo mecanismo, 0s antigenos préprios, que pudessem
ocasionar reacdes imunes, poderiam ser tolerados através da delecéo clonal, ou
seja, eliminacdo de linfécitos potencialmente auto-reativos, principalmente as
células T auxiliares importantes na producdo de anticorpos, ou por ndo serem
adequadamente expostos pelas células apresentadoras de antigenos. No entanto
essa tolerancia poderia ser rompida quando particulas virais se incorporassem a
tais proteinas, originando novo sitio antigénico, que poderia ocasionar ativacédo de
linfécitos T auxiliares, apropriados para estimular linfécitos B a produzirem
anticorpos de reacoes cruzadas (COOKE, LYDYARD, ROITT, 1983).

O conceito de antigenos seguestrados é util para explicar a
existéncia de linfécitos T potencialmente auto-reativos em estado silencioso,
presentes no sangue e nos 6rgaos linféides periféricos, que ndo foram suprimidos
no timo nem tolerados no extra-timo. E provavel que os linfocitos T auto-reativos
nao sejam suprimidos no timo, durante a sele¢cdo negativa, pelo fato dos
antigenos proprios, que normalmente deveriam ser reconhecidos, ndo terem sido
adequadamente apresentados pelas células epiteliais timicas (BEHAR,
PORCELLI, 1995).



O reconhecimento desta situacdo remete a algumas questdes
centrais sobre a ativacdo dos linfocitos T auto-reativos. Como estes antigenos
seriam apresentados aos linfocitos T auto-reativos com a consequiente ativagdo
dos mesmos? Como a exposicao a diferentes microorganismos levaria as células
apresentadoras de antigenos a expor antigenos sequestrados, com ativacdo de

linfocitos T auto-reativos?

Ativacao de linfocitos T e B auto-reativos

Estudos indicam que a tolerancia pode ser quebrada pela ativacéo
de linfocitos T auto-reativos e de linfocitos B de reacdo cruzada, por imunodgenos
estranhos (LIN et al, 1991). Os linfécitos B, que também podem funcionar como
apresentadores de antigenos, ligam-se com alta afinidade por meio de receptores
de superficie, ou seja, de imunoglobulinas, a antigenos exdgenos liberados por
microorganismos. Posteriormente, estes antigenos séo fagocitados, processados
e apresentados aos linfocitos T auto-reativos, ocasionando ativacdo dos mesmos
(ROK, BENACERRAF, ABBAS, 1984). A proliferacdo e a diferenciacdo de
linfécitos B de reacdo cruzada, com consequente producdo de auto-anticorpos,
fornece o mecanismo pelo qual o0 mimetismo molecular atuaria como gatilho nas

doencgas auto-imunes.

O maior obstaculo a ser superado para associar o0 mimetismo
molecular com uma das vias da auto-imunidade € identificar o epitopo ou
epitopos, ou seja, as seqliéncias de aminoacidos que iniciam tais reacdes nos

individuos geneticamente predispostos.

Em outras palavras, que antigeno exdgeno e que polipeptideo
préprio € relevante para a inducdo de doenca auto-imune? A grande dificuldade
em responder esta questdo reside no fato de que homologias de sequéncias de
aminoacidos sdo uma ocorréncia comum, quando examinam-se diferentes

antigenos teciduais e variados tipos de microorganismos (LEHMANN et al., 1993).



Outra forma do surgimento de auto-antigenos ocorre quando 0s
virus induzem modificacbes nas células hospedeiras (SCHATTNER, RAGER-
ZISMAN, 1990). Virus, que emergem da membrana celular por brotamento,
freqiientemente incorporam em seu envelope antigenos do hospedeiro, sendo
entdo reconhecidos por linfécitos B auto-reativos, processados e apresentados
aos linfocitos T auto-reativos induzindo assim respostas auto-imunes (FUJINAMI
et al., 1983).

Artrites reativas

Os mecanismos descritos reforcam a hipotese de que agentes
infecciosos possam funcionar como gatilhos para geracao de auto-imunidade. Se
a resposta auto-imune estiver direcionada contra componentes préprios, o
continuo reconhecimento dos mesmos poderia ser responsavel pela evolugao

cronica da doenca, explicando assim a perpetuacao do processo auto-imune.

Em muitas situacdes, doencas auto-imunes podem ser causadas por
uma resposta imune direta contra tecidos, que possuem fragmentos de antigenos
microbianos ou contra organismos infecciosos intracelulares. Assim, aventa-se a
hipotese de que doenca dita auto-imune represente mais corretamente uma
infecc@o crbnica. A persisténcia do agente infeccioso no hospedeiro, ou mesmo
de um fragmento antigénico, pode evoluir para uma inflamacéo cronica tecidual
Exemplos deste mecanismo s&o: o aparecimento de artrite, que habitualmente se
segue a uma infeccao nao articular, a sinovite asséptica mediada primariamente
pelo depdsito de antigenos estranhos na forma de imunocomplexos e a artrite
associada a hepatite B aguda (WANDS et al., 1975).

Com o avanco de técnicas capazes de detectar microorganismos e
seus antigenos, foi possivel verificar se fendmenos auto-imunes podem resultar
da persisténcia de produtos microbianos nos tecidos danificados (PORCELL],

1993). Essa persisténcia de antigenos como causa de auto-imunidade foi bem



caracterizada na populacdo que desenvolvia sintomas articulares, apos infecgéo
entérica por Yersinia enterocolitica (HAMMER & al., 1990). As manifestactes
clinicas articulares poderiam decorrer da presenca de antigenos bacterianos nas
células sinoviais ou mesmo no liquido sinovial, semanas, meses ou anos depois
da infeccdo. Esse achado reforcou a possibilidade de que a artrite dever-se-ia a
infeccdo cronica articular, no entanto, mesmo usando-se técnica de PCR, nédo se
amplificou DNA de Yersinia nas amostras do liquido e do tecido sinovial (NIKKARI
et al.,, 1992). Os achados negativos ndo podem ser vistos como conclusivos, mas
0 resultado desse experimento, associado a inabilidade de cultivar este
microorganismo, apoiou a hipétese de que persisténcia de antigenos bacterianos
pudesse causar inflamacéo crbnica articular mesmo na auséncia de organismos

viaveis.

A artrite de Lyme €& um excelente exemplo da forma como uma
inflamacéo articular, sugerindo doenca auto-imune, pode ser causada por
patbgeno microbiano. Esta doenca é transmitida pelo espiroqueta Borrelia
burgdorferi, que penetra no hospedeiro com a picada do mosquito Ixodis dammini
(STEERE, 1989). O derrame articular ocorre em 60% dos pacientes nao tratados
e torna-se crébnico em 10%, com erosdo da cartilagem e do o0sso subcondral,
assumindo caracteristicas histopatoldgicas semelhantes as da artrite reumatoide
(STEERE, DURAY, BUTCHER, 1988). O estudo da doenca de Lyme aumentou a
importancia em considerar a infec¢cdo cronica persistente como possibilidade

etiologica de patologias idiopaticas com caracteristica auto-imune.

Superantigenos e auto-anticorpos

A descoberta dos superantigenos e de seu mecanismo de acédo
exerceram forte influéncia no estudo da imunologia das infec¢des e contribuiram

para melhor entendimento das doencas auto-imunes.



Os superantigenos sdo proteinas presentes em uma grande
variedade de espécies bacterianas e virais, capazes de ativar resposta imune
independente das células apresentadoras de antigenos. Exercem seus efeitos
nas células T por meio de sua ligagcdo a receptores de superficie celular,
denominados proteinas de classe Il, que também sdo expressas nas células
apresentadoras de antigenos MARRACK, KAPPLER, 1990). O reconhecimento
do superantigeno pela célula T pode acarretar diferentes consequéncias, como
proliferacdo e expansédo clonal, anergia ou morte celular (RAMMENSEE et al.,
1989).

As manifestacfes clinicas resultantes da acado dos superantigenos
decorrem de dois mecanismos: a ativacdo de linfocitos T e a producédo
desordenada de citocinas e de outros mediadores inflamatdrios (MIETHKE et al.,
1992). O primeiro sugere que estes antigenos poderiam estimular a producéo de
auto-anticorpos, pela ativacdo de células T normais, que passariam a interagir
com células B produtoras de auto-anticorpos (FRIEDMAN et al.,, 1991). Os
investigadores sugerem que linfécitos B auto-reativos, nestas circunstancias,
podem ser preferencialmente ativados porque recebem um sinal de crescimento,
decorrente da interacdo de imunoglobulinas de superficie com antigenos e um
segundo sinal, decorrente da ativacdo de linfécitos T pelos superantigenos. A
expansdo de células B auto-reativas conduziria a estimulacdo secundaria de
células T auto-reativas, por fornecer um segundo sinal necessario a sua ativacao
(FRIEDMAN et al., 1991).

O segundo mecanismo decorreria da ativacdo direta de células T
auto-reativas, anérgicas ou ignorantes, sem necessidade de um segundo
estimulo, com consequente expansao clonal e capacidade de liberar um segundo
sinal, para ativagdo de linfécitos B auto-reativos, ocasionando producédo de auto-
anticorpos. Assim, 0s agentes infecciosos poderiam causar alteracdes auto-
imunes, através da liberacdo de antigenos sequestrados, devido ao dano tissular
(MILLER et al., 1997), bem como ativacdo simultanea por meio dos
superantigenos, de uma grande populacdo de linfocitos T potencialmente auto-
reativos (PERRON et al., 1997).



Relacéo entre LES e outras viroses

Desde de 1972, as pesquisas para identificar a etiopatogenia do LES
além de terem implicado alguns virus, forneceram evidéncias de que a infec¢éo
viral poderia causar alteracdes na resposta imune celular e humoral, favorecendo

0 aparecimento da auto -imunidade.

Os virus implicados na etiopatogenia do LES foram: parvovirus B19
(NESHER, OSBORN, MOORE, 1995), Herpes zoster (MOGA et al.,, 1995)
citomegalovirus humano (RIDER et al., 1997) e virus da hepatite C (ALBERO et

al., 1996) e as evidéncias estdo expostas no Quadro 1

Estrutura antigénicado EBV

O EBV foi descoberto em 1964 por meio de microscopia eletrénica e,
guatro anos apos, foi responsabilizado pela mononucleose infecciosa (HENLE,
HENLE, DICH, 1968). Incaprera et al., em 1998, historiando a sequéncia de
descobertas envolvendo o EBV, explicam que o acido desoxirribonucléico (DNA)
do EBV foi detectado em tecido de pacientes portadores de carcinoma de
nasofaringe, em 1970 por Zur Hausen et al. ; em 1980, comprovou-se associacao
entre linffoma ndo Hodgkin e EBV em pacientes com sindrome da
imunodeficiéncia adquirida, mas apenas na década de 90 surgiram as primeiras

evidéncias do EBV na patogénese do Lupus Eritematoso Sistémico.



EVIDENCIAS

VIRUS IMPLICADOS E AUTORES

Parvovirus B19 Herpes zoster

Herpes simplex

(HSV-1) Citomegalovirus humano

Virus das hepatites B
ouC

quadro clinico semelhante ao
LES

exacerbacédo do LES

simultaneidade da virose e do
quadro clinico de LES

semelhanca entre anticorpos
presentes no LES e aqueles
detectados em infec¢@es virais
agudas

maior prevaléncia de infecgao
viral em portadores de LES,
comparados a controles
normais

Serjeant et al. (1981)
Chassagne et al. (1993)
Vigeant, Ménard, Boire
(1994)

Nesher, Osborn, Moore,
(1995)

Meyer et al. (1991)

Hashizume et al. (1991)

Cope etal. (1992) Strom et al. (1994)

Loizou et al. (1997)

Ragozzino et al. (1982)

Espinosa et al. (1997)

Soderberg et al. (1996)
Aalto et al. (1998)

Rider et al. (1997) Rider et al. (1997)

Ziegenfuss et al. (1972)

Pawlosky et al. (1995)

Permin, Aldershville,
Nielsen (1982)
Looi, Prathap (1982)

Quadro 1 — Pesquisas que forneceram evidéncias da associacdo entre infec¢cdo por Parvovirus B19, Herpes zoster, Herpes simplex tipo i,

Citomegalovirus e Virus das hepatites B ou C e Lupus Eritematoso Sistémico




O EBV é membro da familia Herpesviridae, subfamilia
Gammaherpesvirinae e género Lymphocryptovirus. O genoma viral encontra-se
dentro do nucleocapsideo, que, por sua vez, é rodeado pelo envelope viral. O
virus penetra nas células epiteliais da orofaringe, replica-se, podendo originar
citolise, e é eliminado pelos perdigotos. Replica-se também nos linfécitos B (YAO
et al., 1985).

O DNA do EBV tem configuracéo linear e é capaz de codificar 100
proteinas diferentes (KIEFF, 1996), importantes para regulacao da expressao dos
genes virais, pela replicacdo do DNA, pela formacdo dos componentes estruturais

do virus e pela modulagéo da resposta imune do hospedeiro.

Dos 100 genes que podem ser expressos durante a replicacao viral,
s6 10 sdo ativos quando o virus encontra-se latente nas células B (KIEFF, 1996).
Devido ao reduzido niamero de polipeptidios virais sintetizados neste periodo, o
reconhecimento de linfécitos B infectados, pelos linfocitos T citotoxicos torna-se
dificultado. As principais proteinas codificadas pelo genoma viral durante o
periodo de laténcia tém como fun¢cdo mais importante manter o agente agressor

viavel no interior do hospedeiro.

O antigeno nuclear do EBV (EBNA-1) é uma proteina que se liga ao
DNA viral, permitindo que o genoma, normalmente linear, assuma uma forma
circular nas células B (YATES et al., 1984). O EBNA-2 regula a expressao da
proteina latente de membrana (LMP) 1 e 2, bem como as proteinas que
contribuem para o crescimento e transformacédo das células B (JOHANNSEN et
al.,, 1995). O EBNA-3 também regula a expressao de genes celulares por modular
a expressédo do EBNA 2 (WANG et al., 1990).

A LMP-1 atua como um oncogene capaz de bloguear mecanismos
indutores da morte celular (WANG et al.,, 1985) e sua expressdo em ratos
transgénicos resulta em linfomas de células B (KULWICHIT et al., 1998). A LMP-2
bloqueia a fosforizacdo da tirosinoquinase das células infectadas impedindo a
reativacdo viral e permitindo sua sobrevivéncia no hospedeiro (MILLER et al.,
1995).



Ciclo viral

Na infeccdo, o virus EBV atinge a corrente circulat6ria, por meio da
penetracdo da saliva contaminada na orofaringe, e, nessa regido, liga-se a
receptores existentes na superficie dos linfocitos B (RICKINSON, KIEFF, 1996),
por meio de suas glicoproteinas (LI et al., 1997), resultando em resposta humoral
e celular por parte do hospedeiro, sendo a primeira importante para o diagndstico

da doenca e a segunda, responsavel pelo controle da infeccéo.

Sua principal glicoproteina de superficie, gp350, liga-se ao CD21
(receptor C34 do complemento) (FINGEROTH et al., 1984), assim como a proteina
viral gp42 o faz com a molécula do complexo maior de histocompatibilidade (HLA)
da classe Il (HLA-DR) (SPRIGGS et al., 1996). No homem, a maioria dos
anticorpos, que neutralizam o EBV, € direcionada contra a glicoproteina gp350,
que é reconhecida pelos linfocitos Tc (COHEN, 1998).

A resposta imune caracteristica, desencadeada pelo EBV, inicia-se
com producao de IgM contra VCA e 1gG contra EA. Mais tarde, surgem anticorpos
associados ao antigeno nuclear (EBNA).

Mecanismo de laténcia viral

Os linfocitos B infectados durante a fase aguda, ou seja, quando
ocorre passagem do virus pela orofaringe, expressam um numero limitado de
genes virais. No entanto, numa pequena fracdo desses linfocitos, a replicacéo
viral ocorre de forma espontanea com expressao aumentada desses genes e lise
celular. No periodo de convalescenca da infeccdo, o comportamento viral é
semelhante ao da laténcia, por isso os linfécitos passam a expressar poucos
genes virais. Numa pequena fracdo dessas células B com infeccao latente ocorre
reativacdo da infeccdo, e essas células reativadas expressam genes virais
adicionais (COHEN, 1998).



Em pessoas imunocompetentes, o EBV permanece como infeccao
latente crénica, desenvolvendo quatro mecanismos que o0 ajudam a permanecer
nos linfcitos B e a evitar que o sistema imune o destrua: limita o niumero de
produtos de genes virais expressos, interfere na atividade das citocinas, suprime
as moléculas de superficie que facilitam o reconhecimento pelo linfécito Tc das

células infectadas e sintetiza proteinas anti-apoptoticas.

O primeiro mecanismo para despistar as respostas do hospedeiro é
limitar o nimero de produtos de genes virais expressos, conforme comprovado
por Strauss et al., em 1992, ao demonstrarem, in vitro, que quando o virus sofre
replicacédo, sdo expressos cerca de 90 genes; contudo, quando infecta de forma
latente os linfocitos B, esse numero é reduzido a 10 genes. Tierney et al. (1994)
identificaram que, durante a convalescenca, os linfocitos B infectados expressam
produtos dos genes EBNA-1 e LMP-2, que sdo importantes para manter o virus

em laténcia e limitar a expresséo de genes virais.

O segundo mecanismo consiste na producdo de proteinas virais,
BCRF-1 e BARF-1, que despistam o sistema imune, facilitando a laténcia viral. A
proteina BCRF-1 do EBV compartilha 80% de sua seqiéncia de aminoacidos com
a interleucina 10 humana (IL-10) (MOORE et al., 1990) e, tal qual esta, inibe a
sintese de ?-interferon nas células mononucleares periféricas, como os linfocitos e
células natural killer (NK), impedindo assim a destruicdo dos linfécitos B
infectados. Além disso, a BCRF-1 viral se expressa durante a infeccdo em seres
humanos, inibindo a sintese de IL-1, IL-12 e do fator de necrose tumoral, assim
como a proliferacdo de linfécitos T macrofago-dependentes, eventos que
comprometem a capacidade do sistema imunolégico de eliminar o virus (HSU et
al., 1990).

O fator estimulador de colénial aumenta a expressao de ?-interferon
pelos mondécitos e impede que novos linfocitos B sejam infectados. A BARF-1 ao
acopla-se ao fator estimulador de colénial, inibe a acdo dessa citocina nos
mondcitos, bloqgueando a producédo de alfa interferon (COHEN, LEKSTROM,

1999). Sendo o ? e o ?interferon responsaveis pela inibicdo da proliferacéo viral



nas células infectadas pelo EBV, in vitro, a BCRF-1 e a BARF-1 atuariam
auxiliando o virus a se evadir da resposta imune no periodo agudo da infec¢do ou

na reativacao.

Um terceiro mecanismo envolve os linfécitos T citotdéxicos, que sao
importantes na destruicdo dos linfocitos B infectados pelo virus.Para eliminar as
células infectadas, é preciso que as células Tc reconhecam peptideos virais de
superficie, no contexto das moléculas do complexo maior de histocompatibilidade
(HLA) de classe I O linfocito Tc liberaria proteinas citotoxicas, que causam morte
das células infectadas (COHEN, 1998). E através da supressdo de moléculas de
superficie que facilitam o reconhecimento das células infectadas pelo linfocito Tc,
gue opera o terceiro mecanismo de evasao da resposta imune. A concentracéo
reduzida de antigenos de classe | (ROWE et al.,, 1995) e a ndo degradacéo de
proteinas associadas ao EBV, como a EBNA-1, pelo proteossoma das células
infectadas, impedem sua exposicdo como peptideos de superficie e seu
reconhecimento pelos linfocitos Tc. O EBNA-1 seria responsavel pela inibicao de
seu processamento, bem como de outras proteinas virais, junto ao proteossoma
celular (LEVITSKAYA et al,, 1997).

Uma quarta possibilidade para explicar a persisténcia do EBV
poderia decorrer da sintese de polipeptideos com acdo anti-apoptética. O EBV
produz duas proteinas com acdo inibidora da morte celular programada. Uma
atua por homologia a proteinas humanas envolvidas nesse processo e outra por
estimular sintese de proteinas anti-apoptoticas. A proteina BHFR-1 € homologa
ao BCL-2 (HENDERSON et al., 1993) e a LMP-1 a BCL-2 e a A-20 (KULWICHIT
et al., 1998).

Papel do EBV na patogenia do LES

Alguns trabalhos tém considerado o EBV como agente etioldégico ou
participante na patogénese do Lupus (VAUGHAN et al, 1995; ISACOVICS,



SILVERMAN, 1993).

Pesquisas tém sido realizadas, para se observar a reatividade entre
sequéncias de proteinas virais e auto-antigenos. Demonstrou-se ser possivel uma
resposta imune contra estrutura do EBV ocasionar rea¢do cruzada em pacientes
com LES, infectados por esse virus, devido a homologia de seqUéncia de

aminoécidos entre proteinas virais (SABBATINI et al., 1993b).

O EBV codifica varias proteinas, dentre as quais 0s antigenos
nucleares de Epstein Barr Epstein Barr Nuclear Antigens) com peso molecular
70K, 90K e 140K, que correspondem respectivamente ao EBNA-1, EBNA-2 e
EBNA-3 (KITAGAWA et al., 1998). As respostas imunes para o EBNA-1 e EBNA-
2 tém sido bem caracterizadas com relacdo ao tempo em que ocorrem.
Anticorpos anti-EBNA-2 s&o os primeiros a aparecer, alcangando um pico entre
guatro e doze meses apos a infeccdo, decaindo em seguida, enquanto o
anticorpo contra proteina EBNA-1 surge semanas ou meses apdés a EBNA-2,
persistindo durante a vida (RHODES et al.,, 1985). A ocorréncia do EBNA-2 se

associa com infeccéo persistente ou prolongada do EBV (HENLE et al., 1987).

O EBNA-1 é uma proteina codificada pelo genoma do EBV, estando
presente no nucleo das células infectadas. Este antigeno é vital para a
persisténcia do virus como parasita, bem como para a manutencdo do seu DNA
(YATES et al, 1984). Contém na sua parte central sequUéncia repetida de
glicina/alanina correspondendo a um terco da molécula (HENNESSY, KIEFF,
1983) e representa o principal epitopo na resposta imune ao EBV (RHODES et
al., 1985), podendo ocasionar rea¢gfes cruzadas com proteinas em portadores de
LUpus por mimetismo molecular (VAUGHAN, 1996; RHODES et al., 1987).

A regido N-terminal do EBNA-1 contém sequéncia 35-58,
semelhante a regido C-terminal da proteina nuclear SmD (ROKEACH, HASELBY,
HOCH, 1988), a qual € um dos alvos dos auto-anticorpos que surgem no LES
(MARCHINE et al., 1994). Anticorpos anti-Sm sao produzidos somente nos

pacientes com LES e sua presenca € um critério soroldgico para diagnostico da



doenca (TAN et al., 1982), tendo sido detectada em um terco dos pacientes com
LES (SABBATINI et al., 1993a).

Anticorpos contra o EBNA-1 ocorrem em pessoas sadias com
passado de EBV, mas ndo no soro de pacientes sem histéria pregressa de
mononucleose infecciosa. Este auto-anticorpo em pessoas sadias nao sofre
mutacao somética, dai a ndo ocorréncia de reacdo cruzada com Sm (VAUGHAN,
1996). A imunizacado de ratos com EBNA-1, associada a adjuvante, induziu a
produgcdo de anticorpo anti-Sm (MARCHINE et al, 1994), mas somente 0s
anticorpos de pacientes com LES infectados por EBV reagiram com Sm e com
EBNA-1, indicando que a capacidade de producdo de anticorpos antivirais de
reacao cruzada se limitava ao LES. Experiéncia imunizando coelhos com SmB e
B levou a inducgdo Lupus like (JAMES et al., 1995) de modo semelhante ao que

ocorria com EBNA-1.

Talvez a semelhanca antigénica entre as proteinas do spliceossomo
e o0 EBNA-1 viral possa representar o gatilho inicial no aparecimento do LES e a

reacdo cruzada seria devido ao mimetismo molecular (JAMES et al., 1997).

Aproximadamente 70% dos soros dos pacientes com LES,
infectados pelo EBV, tém anticorpos para antigenos EBNA-2 e EBNA-3,
enquanto, na populacdo sadia, sua ocorréncia € de 10%. Esta diferenca entre
lUpicos e sadios é altamente significante, sugerindo a participacdo do EBV na
etiopatogenia da doenga (KITAGAWA et al., 1988).

E provavel que o EBNA-2 aumente o poder de transformacéo das
células B infectadas (ERNBERG et al.,, 1986) e que o EBNA-3 seja responsavel
pela expressdo de alguns genes virais (HENNESSY, FENNEWALD, KIEFF,
1985). A presenca de anticorpos contra EBNA-2 e EBNA-3 no soro dos pacientes
com LES indica que sintese continua de tais antigenos pelo paciente com LES,
devido a expansédo dos linfocitos B infectados. Tal mecanismo poderia explicar a
ativacao policlonal que é caracteristica imunologica do LES (KITAGAWA et al.,
1988).



O EBYV predispde ao desenvolvimento do Lupus ou o Lupus predispde a infeccao
pelo EBV?

Esse questionamento foi suscitado desde a constatacdo da
associacado do LES com EBV por James et al.,, em 1997, e a enunciacdo da
hip6tese de susceptibilidade maior ao EBV nesses pacientes. A ocorréncia de
atividade anormal das células B inerente a propria doenca, que se constituem em
hospedeiras do virus, poderia explicar uma menor resisténcia desta infeccdo nos

pacientes com LES.

Enquanto a maioria das pessoas infectadas pelo EBV desenvolve
anticorpo contra o VCA, alguns sintetizam anticorpos contra outros constituintes
virais, incluindo o EBNA-1, que da reacdo cruzada contra epitopos do
spliceossomo (CHACK-SING et al, 1998). Habitualmente o DNA viral se
incorpora ao genoma do hospedeiro e, durante a replicacdo, o EBV pode ter em
sua composic¢ao seqiéncias de aminoacidos componentes das células B. Quando
infecta um novo hospedeiro, o0 complexo antigenos/autoantigenos, pode tornar-se
mais imunogénico e ao ser processado e apresentado ao sistema imune de uma
forma que ndo ocorrera anteriormente; pode acarretar a quebra de tolerancia;
passando o organismo a reconhecer 0s epitopos apresentados como estranhos
(VAUGHAN, 1996). Se esta sequéncia de eventos for verdadeira, a infeccdo deve

preceder o aparecimento da doenca.

O conceito de que o EBV induz a formag&o de auto-anticorpos, nao
somente pela via policlonal como por mimetismo molecular, ndo é novo. Tsokos,
Magrath e, Balow, (1983) sugeriram que a laténcia do virus e a deficiéncia das
células T em suprimir a infeccdo podem ser fatores que reforcam a hipotese do
EBV desempenhar papel na auto-imunidade. Estes autores verificaram a
incapacidade das células T em impedir o crescimento de células B infectadas por
EBYV in vitro, fazendo com que o virus permanecesse em laténcia e perpetuasse a

resposta imune no hospedeiro.



As hipoteses de que os virus funcionem como gatilho nas doencgas
auto-imunes (COPE et al., 1992) e de que o EBV exacerbe o LES FOX et al,
1992) tém sido aventadas e discutidas. Atualmente, supde-se que o EBV é
necessario, porém insuficiente, para atuar como agente etiopatogénico. A
persisténcia do virus no hospedeiro desencadearia a producdo de anticorpos,
bem como a ativacdo de células T, ocasionando reagBes auto-imunes por
mimetismo molecular devido a similaridade antigénica entre as proteinas Sm e o
antigeno EBNA-1 (VAUGHAN, 1996).

O EBV tem potencial de induzir auto-imunidade, devido a presenca
de numerosos auto-anticorpos, que surgem concomitantemente durante a fase
aguda da doenca, na maioria dos casos (GARZELLI, 1996). Alta proporcdo de
pacientes com LES tem anticorpos anti-EBV (SCULLEY, SCULLEY, POPE,
1986), bem como esse virus em grande quantidade de linfécitos B de memoaria
(BABCOCK et al., 1998; ALLAWAY et al, 1988), capazes de multiplicarem-se
continuamente em cultura in vitro. Fato semelhante poderia ocorrer in vivo,
levando a ativacao do sistema imune para destruir células infectadas. A producéo
de anticorpos de reacdo cruzada e a ativacao de células T auto-reativas poderiam

ser 0s eventos iniciais da auto-imunidade (INCAPRERA et al., 1998).

Do ponto de vista epidemioldgico, ainda ndo foi descrito ser o LES
resultante da transmissédo de agentes infecciosos. No entanto, do ponto de vista
biolégico, esta associagdo parece existi. Como o EBV infecta continuamente o
linfécito B, levando a exposicao prolongada dos antigenos virais, poderia ocorrer
uma reacdo cruzada com antigenos do hospedeiro. Assim a constante
estimulacdo antigénica em pacientes geneticamente predispostos, promoveria o
aparecimento de anticorpos de alta afinidade, que poderiam reagir com auto-
antigenos (DIAMOND et al., 1992).

Na mononucleose aguda, a IgM produzida inicialmente pode reagir
de forma cruzada com uma variedade de proteinas humanas (RHODES et al.,
1987), porém este auto-anticorpo geralmente desaparece apdés meses de
infeccdo sem que, necessariamente, ocorra mudanca de classe para IgG com o

mesmo determinante antigénico. Isso sugere a existéncia de fator que opera



negativamente no aparecimento de IgG de reacdo cruzada. O sistema que
impede o desvio de IgM para IgG, que poderia reagir com sequéncia propria
glicina/alanina, inclui células T supressoras, células T citotoxicas e anticorpos
anti-idiotipos (ROITT et al., 1992).

O EBYV infecta o linfécito B levando a producéo cronica de IgG, que
podera promover reacdo cruzada com proteinas do nucleo celular (MARCHINI et
al.,, 1994; TOSATO et al, 1984). Ao infectar o linfocito B, o EBV torna-se ativado,
com replicagdo autbnoma, repetitiva, produzindo auto-anticorpos que reagem com
antigenos em multiplos 6rgdos (GARZELLI et al., 1984).

Seria plausivel questionar a existéncia de pacientes com Lapus
Eritematoso Sistémico EBV-negativos? Na literatura consultada, ndo se julgou
plausivel, mas, sim, aventou-se a possibilidade da manifestacdo concomitante ou

tardia do LES, porém posterior a infeccéao por EBV.

Um estudo em Taiwan nao foi capaz de detectar DNA de EBV em
pacientes jovens portadores de LES, entretanto, no trabalho de James et al.
(1997), o EBV pareceu ser o principal fator ambiental para o desenvolvimento da

doenga em pacientes geneticamente predispostos.

Em algumas ocasibes o EBV pode manifestar-se clinica e
laboratorialmente antes do inicio do LES, tal como informou Bhimma, Adhikari e
Coovadia, em 1995, ao descreverem uma sindrome similar a mononucleose
infecciosa, cujo paciente evoluiu com LES. Dror et al., em 1998, relataram o caso
de uma paciente com 14 anos, que apresentou, simultaneamente, sintomatologia
de Lupus e infeccdo aguda por EBV, confirmada pela presenca de particulas
virais na biopsia renal e em testes sorologicos. Sugeriram que o0 agente infeccioso

desempenhou algum papel na patogénese do Lupus.

A hipbétese de uma infeccdo atuar desencadeando a doenca €
atraente, uma vez que foram relatados diversos casos dessa associacao, bem
como o aumento da susceptibilidade para viroses em presengca de LES,
ocasionando sérias alteracfes imunoldgicas (ILIOPOULOS, TSOKOS, 1996).



Pacientes com LES podem desenvolver mononucleose infecciosa
por reativacdo da forma primaria (HUGGINS, TOOD, POWELL, 2003) e, em
determinadas situagdes, quando manifestagdes como febre, fadiga, leucopenia e
adenopatia surgem, fica dificil estabelecer se é devido a piora do LES ou a

reativacéo pelo EBV.

Sorologia para o diagndstico da virose por Epstein Barr

A sorologia para o EBV é de grande importancia para o diagnéstico
diferencial entre esta infeccdo e doencas caracterizadas por linfadenopatia, febre,
infeccdo respiratéria, hepatite, trombocitopenia e sintomas neuroldgicos (CHIN,
1989). O diagnostico se baseia na deteccdo de IgG e IgM anti-EBNA-1, anti-
antigenos precoces (EA) e anti-antigeno do capsideo viral (VCA) (SCHILLINGER
et al., 1993), contudo existe grande variabilidade na resposta imune durante e
apos a infeccdo aguda pelo EBV, cujos resultados sorolégicos podem variar de

acordo com a técnica empregada (MAURMANN et al., 2003).

A sorologia para diagnéstico do EBV pode indicar a presenca de um
estado soro-negativo, de uma infeccdo aguda ou passada ou, ainda, de
reativacdo devido a replicacao viral, que é um fenbmeno comum e pode ocorrer
sem manifestacdes clinicas, especialmente em pacientes transplantados, HIV
soropositivos e portadores de céncer (GARTNER et al., 2003). A reativacio
sorologica do EBV pode néo se associar com manifestagfes clinicas decorrentes
dessa infec¢do, principalmente nos imunocomprometidos. No entanto, a maioria
dos casos de reativacdo viral parece estar presente em pacientes com sistema
imune normal (OBEL, HOIER-MADSEN, KANGRO, 1996).

Habitualmente, utilizam-se imunofluorescéncia (IFA), considerada
como padrao-ouro, e ELISA para pesquisa desses anticorpos contra constituintes
virais, no entanto, podem-se encontrar diferentes resultados entre esses métodos
com relacdo a capacidade de detectar niveis de anticorpos contra componentes

virais. O ELISA foi recomendado por Schubert et al., em 1996, e Weissbrich, em



1998, pelo fato da imunofluorescéncia ser muito trabalhosa e impedir sua
automacao (VETTER, KREUTZER, BAUER, 1994). A recomendacédo foi feita
também por Rea et al.,, em 2002, devido a facilidade de realizagdo da técnica, e,
por Gartner et al. (2003), pela sua reprodutibilidade em aparelhos semi-

automaticos de alta tecnologia.

Independentemente de se utlizar IFA ou ELISA, os testes
disponiveis para o diagnostico de infeccdo por EBV, com sensibilidade
semelhante, pela determinacéo de IgG ou de IgM podem ser classificados em
duas categorias: testes individualizados, com os quais € determinada a presenca
dos anticorpos contra cada um dos componentes antigénicos do EBV, ou seja,
anti-VCA, anti-EA e anti-EBNA-1 e os testes anti-EBV, com os quais determina-se

presenca de anticorpos contra combinag¢des de antigenos do EBV.

Stratta et al., em 1999, estudando 60 pacientes com Lupus, fizeram
testes soroldgicos para detectar anticorpos anti-Cytomegalovirus, anti-parvovirus
B19 e anti-EBV. Na sorologia do EBV, pesquisaram anticorpos para antigeno do
capsideo viral (VCA), antigeno precoce (EA), por imunofluorescéncia indireta
(EBV-VCA-IgG IFA, MRL Diagnostics®, Cypress, California, USA), e antigeno
nuclear do Epstein-Barr (EBNA). Concluiram que, quando a IgG anti-EA
apresentou titulos superiores a 1:80, na presenca de EBNA-1 e VCA, indicou
reativacdo da virose. Quando a IgG anti-EA era negativa e a IgG anti-VCA ou a
lgG anti-EBNA-1 positiva, indicou contato prévio com virus. Quando a IgG anti-EA
era positiva com IgG anti-EBNA-1 e IgG anti-VCA positivas ou negativas, indicou
reativacdo do EBV. Todavia a IgM anti-VCA e IgG anti-EBNA-1 podiam
apresentar resultados falso-positivos ou falso-negativos, conduzindo a situagdes

duvidosas da sorologia do EBV (Quadro 2).



ANTICORPOS INFECCAO PRIMARIA POR EBV REATIVACAO INFECCAO

aguda evolucdo Convalescenca PASSADA
inicial

IgM anti-VCA ?? ? ? 2 2

IgG anti-VCA ? ? ?? ? ?

IgG anti-EA ? ? ? 2 ?

IgG anti-EBNA-1 ? ? ? 27 27

Legenda: ? - ausente ? - presente, aumentado ?? - presente, muito aumentado

Quadro 2— Mecanismos imunolégicos dos anticorpos contra antigenos ou componentes do
EBV, segundo periodo e tipo de infec¢édo viral

Assim a presenca de IgM anti-VCA em auséncia da IgG anti-EBNA-1
é fortemente sugestiva de infeccdo aguda, enquanto auséncia de IgM anti-VCA e

presenca de IgG anti-EBNA-1 indica infeccdo passada (LINDE, 1992).

De modo geral, quando se emprega a imunofluorescéncia, a
infeccdo primaria é caracterizada pela deteccdo de IgG e IgM anti-VCA e anti-EA,
em auséncia de IgG anti-EBNA. Durante o periodo de convalescenca, a
concentracdo de IgM anti-VCA passa a nao ser detectada, enquanto a IgG anti-
VCA pode se manter por toda a vida. A IgG anti-EBNA-1, que surge nesta fase,
permanece por toda a vida em concentracdes detectaveis pelo método. Em casos
agudos, a IgG anti-EA é detectada em 70% por meio da IFA, desaparecendo
durante a convalescenca. Na reativacdo do EBV, a IgG anti-EA pode reaparecer,
associada a elevacao de IgG anti-VCA, com presenca ou nao de IgM anti-VCA
(BUISSON et al., 1999) (Quadro 3).



METODO E INFECCAO PRIMARIA POR EBV REATIVACAO  INFECCAO

ANTICORPOS aguda evolucdo Convalescenga PASSADA
inicial
Imunofluorescéncia
IgM anti-VCA ?? ?7? ? ?o0u? ?
IgG anti-VCA ?? ?? ? ?? ?
IgM anti-EA ?? ?7? ? 2 2
IgG anti-EA ?? ?? ? ? ?
IgG anti-EBNA-1 ? ? 2 29 )
ELISA
IgM anti-VCA ?2? ? ) 2 5
IgG anti-VCA ?? ? ?? ? ?
IgG anti-EA ? ? ? ? ?
IgG anti-EBNA-1 ? 2 ? ) )

Legenda: ? -ausente ? - presente, aumentado ?? - presente, muito aumentado

Quadro 3— Mecanismos imunolégicos dos anticorpos contra antigenos ou componentes do
EBV, segundo periodo e tipo de infecc¢do viral e método empregado no diagndéstico

Utilizando-se a técnica ELISA, a fase aguda se caracteriza pela
presenca de IgG e IgM anti-VCA em auséncia da IgG anti-EBNA. Durante a
evolucdo, a IgM anti-VCA tende a declinar e surge a IgG anti-EBNA, cuja
concentracao permanece elevada juntamente com a da IgG anti-VCA. A diferenca
entre as técnicas € que, no ELISA, a IgM anti-VCA é detectada por mais tempo,
enquanto que, quando se emprega a IFA, detecta-se a IgG anti-EBNA mais

precocemente (REA et al., 2002).

Na pratica, a distincdo entre infeccdo aguda, passada,
convalescenca ou reativacdo nem sempre é possivel (WEISSBRICH, 1998), uma
vez que o anticorpo IgM pode nédo ser detectado nas infec¢cbes agudas
(SCHILLINGER et al., 1993), além de poder permanecer elevado durante meses
apos o inicio dos sintomas ou tornar-se novamente positivo, durante a reativacao
viral (SUMAYA, 1977).

Quando se emprega o ELISA para deteccdo de anticorpo IgM anti-
EBV, frequentemente podem-se encontrar resultados falso-positivos ou falso-

negativos. Weissbrich, em 1998, também encontrou resultados falso-positivos e



falso-negativos quando pesquisava IgM anti-VCA para determinagédo de infecgao
aguda pelo EBV. Gray, Caldwell e Sillis, em 1992, encontraram resultados falso-
positivos durante determinacdo do IgM anti-EBNA. Svahn et al., em 1997,
demonstraram que a pesquisa de IgM pode apresentar resultados equivocados.
Bruu et al., em 2000, encontraram resultados falso-positivos, quando sO
utilizavam deteccdo de IgM anti-VCA para diagnéstico de EBV. Chan et al., em
2001, também encontraram resultado falso-negativo, quando pesquisavam IgM
anti-VCA.

O EBNA-1 é de fundamental importancia na sorologia, uma vez que
se encontra ausente nos casos agudos e, presente, no periodo de convalescenca
(SCHILLINGER et al,, 1993), entretanto os niveis de IgG anti-EBNA-1 podem se
encontrar baixos ou negativos em alguns casos de imunodeficiéncia (MILLER et
al, 1997), e negativos em casos raros, no periodo de convalescenca
(KAMPMANN, HENNINGER, BAUER, 1998) e nos casos de mononucleose
infecciosa cronica (MILLER et al., 1997).

Na tentativa de solucionar esses problemas de diagnostico, adotou-
se a pesquisa da avidez de IgG para simplificar o teste, realizada por meio de
método semi-automatico (SCHUBERT, TER MEULEN, WEISSBRICH, 1996).

A avidez pode ser definida como a resisténcia da ligacdo entre
antigeno e anticorpo e sua mensuracao pode ser realizada por meio da incubacgéo
do complexo antigeno-anticorpo com solugdo de uréia na concentracdo 6M.
Ligacdes de alta avidez persistem, enquanto as de baixa avidez séo destruidas,
apos adicao de uréia (ANDERSON et al., 1994).

A afericdo da avidez baseia-se no grau de maturacao de afinidade
dos anticorpos IgG no decurso da resposta imune humoral (HEDMAN et al.,
1989). Durante infeccdo aguda, os anticorpos, inicialmente produzidos, sdo de
baixa avidez, por ndo se ligarem fortemente ao antigeno correspondente. Com a
evolugdo da resposta imune, os anticorpos secretados ligam-se de forma mais
eficaz, devido a maturacéo de afinidade na resposta humoral, isto é, uma baixa

avidez de IgG é indicativa de infeccao priméria, pois, na fase aguda, as células B



secretam anticorpos com essa caracteristica, ao passo que uma avidez elevada é
tipica de infeccéo pregressa, reativacao ou reinfeccdo (STRASEK, MARIN, 2001).
Nesse contexto, utilizando a avidez de anticorpo, € possivel estimar o periodo em

gue ocorreu uma infecgéo.

Técnicas de desnaturacdo para dstinguir infeccdo primaria (baixa
avidez de anticorpo) de infeccdo passada ou reativada (alta avidez de anticorpo),
ttm sido estabelecidas para uma variedade de virus, incluindo rubéola
(MAURACHER, MITCHELL, TINGLE, 1992), Varicela-Zoster virus (JUNKER,
TILLEY, 1994), Herpes simples (HASHIDO, INOUYE, KAWANA, 1997),
parvovirus B19 (GRAY, COHEN, DESSELBERGER, 1993), Herpes virus 6
humano (WARD, PYUN, STUDENSKI, 1993) e EBV (ANDERSON et al., 1994).

Um kit ideal para este propdsito, ou seja, detectar os anticorpos
especificos para EBV, deve ter alta sensibilidade para identificar infeccéo
primaria, bem como para diagnostico de pacientes com sintomas atipicos,
atribuiveis a uma infeccdo pelo EBV (BRUU et al, 2000). As técnicas
recentemente desenvolvidas para medida da avidez de anticorpos IgG especificos
tém alta sensibilidade para o diagnéstico sorolégico de véarias doencas
infecciosas. Na infeccdo pelo citomegalovirus, foi possivel determinar infeccéo
priméria ou passada, em mulheres gravidas, quando a avidez dos anticorpos IgG
foi pesquisada (BODEUS, FEYDER, GOUBAU, 1998).

Segundo Anderson et al. (1994), a avidez de IgG anti-VCA é um
marcador util para o diagndstico sorolégico da infeccéo por EBV. Em 1994, Vetter,
Kreutzer e Bauer, reforcaram a pesquisa de Anderson et al. (1994), ao
identificarem que a determinacdo da avidez de IgG anti-VCA era capaz de
diferenciar infeccdo aguda de pregressa, mesmo em pacientes
imunocomprometidos, ou seja, que mantinham anti-EBNA-1 permanentemente

negativo.

Em 1995, Gray, utilizando teste ELISA para determinacéo de avidez
de anticorpo IgG anti-VCA, tendo as amostras sido retiradas de recipientes

contendo Orgdos para transplantes e de individuos normais, encontrou baixa



avidez em amostras com infec¢do recente e alta avidez naquelas com reativagéo,
dado que levou o autor a conclusdo de que a determinacdo da avidez do
anticorpo IgG anti-EBV é um importante procedimento para se determinar o
estagio da infeccdo por este virus. Schaade, Kleines e Hausler, em 2001,
empregando técnica do Enzygnost® (Dade), para diagnéstico de infeccdo pelo

EBV em criangas, encontraram sensibilidade de 100% para soronegatividade.

Bruu et al., em 2000, analisando doze diferentes tipos de sorologicos
para deteccdo de anticorpos contra componentes do EBV, referiram sensibilidade

de 99%, quando utilizavam o método do Enzygnost® (Dade).

Weissbrich, em 1998, investigou se a determinagdo de avidez da
IgG, usando placas cobertas com mistura de antigenos do EBV por meio da
ELISA, permitiria melhorar a sensibilidade do teste nos casos de mononucleose
aguda. Assim, comparando técnicas de ELISA utilizando misturas de antigenos
do EBV, com outra que sé utilizava produtos sintéticos do complexo VCA,
encontrou sensibilidade de 100%, para o ELISA com mistura de antigenos;

concluiu que essa técnica era capaz de distinguir infeccdo aguda ou passada.



PACIENTES E METODOS
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Desenho do estudo

Foi realizado estudo tipo caso-controle.

O estudo tipo caso-controle presta-se a avaliar a acéo isolada ou
associada dos fatores potencialmente relacionados ao efeito que esta sendo
analisado. Neste tipo de estudo as fontes dos casos podem ser hospitalares, de
servicos de saude (base hospitalar), bem como doentes na populacdo em geral
(base populacional). O fato de ndo demandar longo periodo para a coleta de
dados e o baixo custo para sua realizacdo representam vantagens importantes.
Entre as desvantagens desse desenho, estd o fato de a exposi¢cdo e a doenca
existirem no momento em que os individuos sdo admitidos no estudo, o que
inviabiliza o estabelecimento de sequUéncia temporal entre exposicao e doenca
(PEREIRA, 1995).

Tal tipo de estudo foi utilizado no presente trabalho, no qual se

analisou a exposi¢ao ao EBV como provavel fator etioldégico ou desencadeante de
Lupus Eritematoso Sistémico, com fonte de dados de base hospitalar.

Locais de estudo

O estudo foi realizado no ambulatério de Reumatologia do Hospital
das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco (HC-UFPE) e no Setor de

Virologia do Laboratério de Imunologia Keizo Asami (LIKA, 2003).



O HC-UFPE é uma instituicdo vinculada ao Ministério da Educacéo e
do Desporto, com funcdo de apoiar o ensino de graduacdo e pos-graduacao dos
Centros de Ensino da Universidade Federal de Pernambuco, em particular, o
Centro de Ciéncias da Saude (CCS). Atua como hospital-escola em todas as
areas médicas e paramédicas e integra o Sistema Unico de Saude do Estado de
Pernambuco (SUS-PE), prestando servicos médico-hospitalares e atendimento
ambulatorial. E hospital de referéncia em varias especialidades médicas e
paramédicas pela experiéncia do corpo funcional em tratamentos de alta
complexidade, constituindo-se em um importante centro de realizacdo de projetos
de pesquisa, desenvolvimento de conhecimentos e formacao de profissionais na
area de saude (LIKA, 2003).

O ambulatério de Reumatologia é referéncia da Regido Nordeste e
atende a clientela proveniente da cidade do Recife, da Regido Metropolitana, do
Interior do Estado de Pernambuco, assim como de outros Estados da Regido
Nordeste, por demanda espontanea apoés triagem feita pelo Servico de Pronto
Atendimento nesse hospital ou por encaminhamento. Constitui-se no Unico centro
de formacdo de especialistas na area de Reumatologia no Estado de

Pernambuco.

O LIKA é uma instituicdo de pesquisa multidisciplinar com suporte da
Japan International Cooperation Agency (JICA), da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE) e do Ministério da Educacdo e do Desporto, oferecendo
suas instalagbes a muitos programas de mestrado e doutorado da UFPE,
contribuindo de forma inequivoca para o desenvolvimento e qualificacdo de
pesquisadores no Estado de Pernambuco. No Setor de Virologia do LIKA, onde
foram realizados os testes da presente pesquisa, desenvolvem-se estudos
sorologicos e de biologia molecular em virus do grupo herpes (Cytomegalovirus

humano, Epstein-Barr e herpes humano) e virus da dengue (LIKA, 2003).



Sujeitos dapesquisa

Foram sujeitos da pesquisa pacientes, de ambos 0S sexos,
diagnosticados como portadores de LES que preenchiam pelo menos quatro dos
11 critérios do Colégio Americano de Reumatologia (ACR) no Ambulatério de
Reumatologia do HC-UFPE, no periodo de janeiro de 2002 a fevereiro de 2003,

gue concordaram em participar da pesquisa.

Foram considerados critérios de exclusao a negatividade e os titulos

indeterminados do teste de ELISA para anticorpos IgG anti-EBV.

Calculo do tamanho da amostra

Pelo fato de ndo se dispor da frequéncia de exposicdo esperada,
para definicdo do tamanho da amostra necesséria, foi realizado estudo-piloto
composto por quarenta pacientes, para avaliar a propor¢cdo de lupus eritematoso
sistémico em atividade e em inatividade no Servico de Reumatologia. O calculo
estatistico foi realizado a partir dos dados iniciais, considerando a atividade da
doenca e a presenca do virus Epstein-Barr, definindo-se um nimero minimo de

18 casos e de 36 controles, utilizando nivel de significancia igual a 0,05.

Um estudo tipo caso-controle inicia-se pela selecdo dos casos,
obedecendo a critérios diagnésticos que, além de restritos, devem ser
representativos da doenca em uma determinada populacdo. A selecdo de um
grupo de comparagdo adequado € tarefa crucial e sua organizagdo deve ser
realizada de modo a representar a prevaléncia de exposicdo na populagéo, de

onde os casos foram originados. Respeitando a normatizacdo deste tipo de



estudo, na presente pesquisa, todos 0s casos e controles foram submetidos aos

mesmos critérios de inclusdo e de exclusao.

Para o estudo atual, ndo se encontraram referéncias bibliograficas
gue pudessem embasar a proporcéo ideal entre casos e controles. Dessa forma,
0 autor assumiu a proporcdo de um caso para dois controles com base na
vivéncia ambulatorial, assim como no fato de os pacientes portadores de LES, na
maior parte das vezes, se apresentarem para consulta médica quando a doenca
exacerbava. Assumir uma propor¢cdo maior de controles poderia significar
inviabilidade de execucéo do estudo. Ainda que se propusesse um estudo-piloto
para determinacéo da avidez do anticorpo para virus EBV entre casos e controles,
assim como da frequéncia de exposicdo de virus Epstein-Barr na populagéo
estudada, considerando que séo imprevisiveis as inatividades e as exacerbacdes

do LES, tal conhecimento poderia nao alterar a significancia amostral.

Partindo desses dados, estimou-se o tamanho amostral em 66
pacientes com propor¢ao de 1:2 caso:controle, poder de prova de 80,0% e nivel

de confianca da ordem de 95%, sendo 22 casos para 44 controles.

Variaveis e conceitos

Variaveis independentes

# ldade do paciente ? anos completos de vida do paciente. Foi categorizada em

cinco classes de amplitude intervalar igual a 10 anos.

& Sexo ? categorizado em masculino e feminino.

& Fenotipos ? consistindo no fototipo cutaneo, segundo escala de pigmentacao
de Fitzpatrick (1988), composto por fototipos de 0 a VI (ANEXO 2), baseados

nos fenaotipos: cor da pele, cor dos olhos e cor dos cabelos, sensibilidade as
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gueimaduras e capacidade de bronzeamento da pele apds a exposi¢cdo aos
primeiros 45 a 60 minutos ao sol de meio-dia, no verdo. Foi categorizada em
branca, correspondendo aos fototipos cutaneos |, Il e Ill e ndo branca, quando
da presenca dos fototipos cutaneos IV, V e VI.

Procedéncia ? local de habitacdo e residéncia do paciente, a época da
pesquisa. Foi categorizada em Recife, Regido Metropolitana, Interior e outros

Estados.

Escolaridade ? maior nivel do ensino formal que o paciente declarou ter

concluido, & época da pesquisa. Foi categorizado em até primeiro grau e

maior que primeiro grau.

Renda familiar ? montante pecuniario percebido pelos membros do nucleo
familiar do paciente, a época da pesquisa, avaliado em unidade de salario
minimo, fixada em R$200,00 (duzentos reais). Foi categorizada em: menos

gue 1 salario minimo e 1 salario minimo ou mais.

Infeccdo por virus Epstein-Barr ? a infeccao foi diagnosticada pela deteccdo
de anticorpos IgG anti-EBV por técnica imunoenzimatica (Enzygnost?
anti-EBV/IgG — Dade Behring Marburg GmbH Marburg/Germany ELISA)
(DADE BEHRING, 1999a). Seguindo a orientacdo do fabricante do kit
utilizado, a variavel foi categorizada em teste de deteccdo positivo,
guando os exames apresentaram densidade 6ptica (DO) igual ou superior
a 0,20; teste de deteccado negativo, nos casos para 0s quais houve
valores de densidades Opticas inferiores a 0,10 e teste de deteccao

indeterminado, quando a DO esteve entre 0,10 e 0,20.

& Indice de avidez de anticorpos (IA)? avaliagdo da forga com que o anticorpo

anti-EBV se liga ao antigeno EBV. Foram utilizados quatro pontos de
corte para os valores dos indices de avidez, com os quais foi feita sua
interpretacgéo clinica.

O primeiro ponto de corte foi IA ? 20%, 20% < IA ? 40% e IA > 40%, cujas

interpretacdes clinicas constam do Quadro 4.



?Eamostra N0 ELISA para I1gG indice de avidez INTERPRETACAO CLINICA

?Eamostra < 0,10 ndo considerado EBV negativo
?Eamostra ? 0,10 1A ? 20% Infecgéo reativada
?Eamostra ? 0,107? 20% < 1A ? 40% Infecgd@o indeterminada
?Eamostra 2 0,10 IA > 40% Infec¢@o passada

Quadro 4- Interpretacdo dos resultados do teste de avidez para infec¢do por EBV

Os trés pontos de corte e suas respectivas interpretacfes clinicas

constam do Quadro 5.

CATEGORIZACOES PONTOS~ DE C.ORTE E INTERPRETA(;ONES CLINICAS
Infecgcdo reativada Infeccdo passada
Segundo ponto de corte <20 ?20
Terceiro ponto de corte’ <30 ? 30
Quarto ponto de corte <40 ? 40

Quadro 5- Trés pontos de corte e respectivas interpretagfes clinicas dos resultados do
teste de avidez para infecgdo por EBV

Variavel dependente

A variavel dependente de condi¢éo clinica exigiu, inicialmente, que o
paciente fosse classificado como portador de LES, com identificacdo da presenca,
simultanea ou periddica, de quatro ou mais dos 11 critérios do American College
of Rheumatology (ACR), revisados em 1998 (HOCHBERG) (Anexo 1), em

qualquer época de seu seguimento clinico ou laboratorial.

Reconhecidamente portadores de LES, todos os pacientes foram
classificados, a época da pesquisa, como ativo ou inativo. Para tanto foi utilizado
o indice de atividade da doenca, obtido pela soma da pontuacdo oriunda da
presenca de cada um dos 24 sinais ou sintomas, clinicos ou laboratoriais, que
compdem o Systemic Lupus Erithematosus Diagnostic Activity Index (SLEDAI)
(Anexo 3).



Foram incluidos, no grupo caso, 0os pacientes com LES em atividade
e com SLEDAI maior que quatro, enquanto que no grupo controle estiveram o0s
pacientes com doenca fora de atividade, diagnosticada por SLEDAI igual ou
inferior a quatro (BORBA, BONFA, 1997).

Métodos

Coleta de dados

Inicialmente os pacientes foram esclarecidos sobre os objetivos da
pesquisa, seus riscos e beneficios, enfatizando-se seus direitos em participar ou
ndao. Para os que concordaram, foi solicitada assinatura do Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 4).

Todos os participantes da pesquisa foram atendidos no ambulatério
de Reumatologia. Para padronizacdo da anamnese e da coleta das informacdes
referentes aos critérios clinico-laboratoriais de diagnostico e de classificagdo do
indice de atividade SLEDAI do LES, utilizouse questionario elaborado pelo
pesquisador (Anexo 5). Os pacientes foram classificados como caso ou controle
conforme a soma do indice de atividade de SLEDAI tivesse sido respectivamente

maior que quatro ou menor que quatro, inclusive.

Seguiu-se a coleta de sangue venoso, no local de atendimento, por
meio da técnica padronizada, tendo sido as amostras encaminhadas ao Setor de

Virologia do Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA, 2003).

Todos o0s pacientes, independentemente da presente pesquisa,
continuam sendo atendidos no ambulatério de Reumatologia do Hospital das
Clinicas da UFPE.



Padronizacéo da técnica

Técnica da coleta de sangue venoso

Cada participante do estudo foi submetido a venopuncao para coleta
de 5mL de sangue venoso, em tubo de ensaio 13x100mm, seco, tipo
Vacuntainer®, respeitados os cuidados padréo de antissepsia. As amostras foram
imediatamente submetidas a centrifugagdo a 5000rpm durante 10 minutos, e 0s
soros, assim obtidos, acondicionados em tubos Eppendorf, tipo 1800,
devidamente identificados com nome de cada paciente e nimero seqiencial da
amostra. As aliquotas de soro foram estocadas a —20°C até a realizacdo dos
testes sorolégicos de ELISA e determinacédo do indice de avidez dos anticorpos
lgG anti-EBV.

Técnica de ELISA para determinacdo de anticorpos anti-EBV

# REAGENTES DO Enzygnost? anti-EBV/IgG (Dade Behring Marburg GmbH
Marburg/Germany)

o0 Antigenos virais e de controle

Os antigenos virais estavam compostos por antigenos
de capsideo viral (VCA), antigenos associados ao nucleo celular do
EBV (EBNA) e early proteins (EA-D), portanto contendo proteinas
virais de valor diagndstico. Estes antigenos foram obtidos de células
linfoblastdides infectadas com EBV ap0s estimulacdo de sintese
viral. Os antigenos de controle foram obtidos de células da mesma

linhagem, mas nas quais se inibiu a sintese viral.



Os antigenos virais e de controle, no kit utilizado para
diagnostico, estavam inativados e recobriam pocos de um sistema
de seis barretas dispostas em caixilho-suporte. Sua identificagao foi

feita pela lateralidade, de tal forma que os antigenos virais

corresponderam aos poc¢os a esquerda e os antigenos de controle,
aqueles a direita.

Controle positivo

Amostrapositiva

llustracdo 1 — Microplacas adaptadas no caixilho, com reacdes positivas (identificadas
pelas cores amarelo e laranja) e negativas (correspondentes a auséncia de cor)

o Imunoglobulina humana de referéncia anti-EBV P/N

Para que se pudesse trabalhar com controle de
gualidade, no kit houve um reagente de referéncia anti-EBV P/N,
contendo IgG humana especifica anti-EBV, suspensa em solucao
tampao Tris, com concentragdo de 20mmol/L e conservada com
anfotericina B (?5mg/L) e gentamicina (?100mg/L). A sigla P/N
expressava uma reacdo cromatica muito intensa quando da
positividade de IgG (P) ou completamente ausente (N).



0 Solucédo tampéao POD

Solugédo tamp&o Tris, na concentragdo de 0,3mol/L,
conservada com anfotericina B (?5mg/L) e gentamicina (?100mg/L),
utilizada para diluicdo das amostras de soro a serem testadas e da

imunoglobulina humana de referéncia, integrante do kit de dosagem.

o Conjugado anti-lgG humana/POD

Este reagente consistiu numa solucdo de fragmento
Fa' de anticorpo de coelho, especifico para cadeia 77da
imunoglobulina 1IgG humana, conjugado a enzima peroxidase (POD),
em solucdo tampdao Tris, na concentracdo de 0,05mol/L, contendo
corante azul patente, na concentracdo maxima de 60mg/L, e

conservada com fenol, na concentragéo de 1g/L.

0 Solucéo tampéo diluente de conjugado

A solucdo tampdo utilizada era constituida por 37mg/L
de &cido etileno diaminotetracético (EDTA), suspensos em tampao
fosfato a 0,01mol/L, tendo por conservantes gentamicina
(?100mg/L), 5-cloro-2-metil-isotiazol-3-on a 6mg/L e 2-metil-4-

isotiazol-3-on a 2mg/L.

0 Solucédo de cromégeno TMB

Para aumentar a sensibilidade do teste, o hidrocloreto

de 3,3',5,5-tetrametilbenzidina (TMB) foi utilizado como corante



hidrossoluvel, ndo mutagénico, na concentracdo de 5g/L em tampéao
Tris (0,3mol/L), conservada com anfotericina B (?5mg/L) e
gentamicina (?100mg/L), que atuou como substrato da POD,
fornecendo coloragdo amarela nitida, absorvida a 450nm. O volume
de 1,0mL da solug¢éo concentrada foi diluido em 10mL da solugéo de

peréxido de hidrogénio a 0,1g/L, em tampéao de acetato de sodio.

0 Solucédo de lavagem

Solugéo de tampdo fosfato, contendo Tween 80, diluida

a 1/20 em agua destilada.

0 Solucéo deinterrupcado da peroxidase

Para bloquear a acdo enzimatica sobre o substrato

TMB, utilizouwse solucéo de acido sulfurico 0,5N.

0 Reagente de avidez

Esteve constituido por uma solu¢do pronta para uso,
composta por derivado uréico, na concentracdo 6M (DADE
BEHRING, 1999b).

& FUNDAMENTO DA TECNICA

Os anticorpos IgG especificos contra o virus EBV,
presentes na amostra a ser testada, ligam-se aos antigenos fixados
a superficie dos pocos da placa de reacdo. A estes anticorpos, liga-

se 0 conjugado anti-lgG humano/POD. A parte enzimatica do



conjugado reage com a solucdo de cromégeno (TMB + peréxido de
hidrogénio), produzindo uma coloracdo azul. Esta reacdo €
interrompida mediante adjuncdo de solucdo de interrup¢cao POD
(coloragcdo amarelada). A intensidade do amarelo depende da
capacidade dos anticorpos IgG especificos do virus, contidos na

amostra, se ligarem ao conjugado anti-IgG humano/POD.

&= TECNICA DE DOSAGEM

Todas as reacdes foram realizadas em conjuntos pareados
de pocos, um contendo antigeno viral EBV e outro, antigeno de
controle. Todos os procedimentos descritos a seguir foram
realizados em ambos o0s pogos a um sO6 tempo, conforme
esquematizado na Figura 1. Todos os reagentes foram utilizados a
temperatura entre 18°C e 25°C, com excecao das placas que foram
retiradas da refrigeracdo cinco minutos antes da realizagcdo do
ELISA.

A um conjunto contendo antigeno viral EBV foi adicionada
amostra a ser testada diluida a 1:231 em tampédo POD e, ao
conjunto contendo antigeno de controle, adicionouse referéncia
anti-EBV P/N, na mesma diluicdo. O caixilho, contendo os dois
conjuntos, foi incubado em camara Umida, coberto com folha de
aluminio para evitar evaporacdo do material, por uma hora a 37°C.
Seguiu-se lavagem com tampao POD para retirada do excesso de
anticorpos, que ndo se acoplaram aos antigenos. Adicionaram-se
100?L de conjugado anti-IgG, diluido a 1:50 em tampdao diluente de
conjugado, a todos os pocos de reacdo, que foram novamente
incubados em camara Uumida, coberta com folha de aluminio, por
uma hora, a 37°C. Ap6s lavagem com tampdo POD, foram
adicionados 1007?L de reagente cromdgeno TMB, ao que se seguiu

nova incubacao, a temperatura ambiente.
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Figura 1-Esquema de determinacdo de IgG anti-EBV pela técnica do Enzygnost® (Dade
Behring, GMBH, Marburg, Germany)



Decorridos os trinta minutos de incubagédo, a reacgao foi
encerrada pela adicdo de solucdo de interrupcdo. A leitura foi
procedida utilizando-se espectrofotobmetro para microplacas ELISA
com filtro a 450nm de comprimento de onda.

Para calibrar o fotbmetro a zero, utilizouse 0,1mL de
solucdo de interrupcdo POD, medindo a extingdo Optica no
comprimento de onda de leitura de 450nm. Para corre¢cdo das
diferencas de extingdo da imunoglobulina humana de referéncia anti-
EBV P/N, foi feita leitura espectrofotométrica no comprimento de
onda de 650nm, adotando-se os limites de normalidade indicados na
embalagem do fabricante do Kkit.

A reacdo positiva foi indicada pela diferenca na absorgéao de

0,2 ou mais entre antigeno do EBV e antigeno controle.

Célculos e interpretacao dos resultados

A interpretacdo do resultado se baseou no coeficiente

de extin¢ado, calculado pela formula 1:

?E?E ?E

antigeno antigeno de controle

Férmula 1 — Coeficiente de extingao

Os coeficientes de extincdo foram convertidos em
atividade imunologica do anticorpo anti-EBV utilizando a correcédo do

?E, para cada amostra, segundo a formula 2:

logl0U/mL ?2? 2?E’

onde:

? e ? sdo constantes que variam com o lote do kit e estdo
expressas na embalagem.

Férmula 2 — Converséao do coeficiente de extingdo em atividade de anticorpo



Os resultados foram interpretados conforme consta no

Quadro 6.
?Eamostra INTERPRETACAO CLINICA
?Eamostra < 0,10 anti-EBV 1gG negativo
0,10 < ?Eamostra < 0,20 anti-EBV IgG indeterminado

?Eamostra ? 0,20

anti-EBV 1gG positivo

Quadro 6- Interpretagdo dos resultados do teste de ELISA para infec¢gdo por EBV

Determinacgéo do indice de avidez de anticorpos IgG Anti-EBV pela

técnica Enzygnost®

& FUNDAMENTO DA TECNICA

A avidez de anticorpos informa a forca de ligagdo desses
anticorpos a antigenos multivalentes. Foi avaliada a avidez de
anticorpo 1gG anti-EBV através da incubacdo do conjugado
antigeno-anticorpo com solugcédo de uréia 6M. Os anticorpos de alta
avidez permaneceram ligados ao antigeno, e os de baixa avidez
foram destruidos apos a adicdo de uréia (STRASEK, MARIN, 2001).
Ao final da reacdo cromogénica, teve-se uma densidade Optica
menor que aquela do ELISA. Com base na razdo entre essas

afericBes distinguiram-se: infeccdo ausente, reativada e passada.

&« TECNICA DE DOSAGEM

Para cada paciente foram utilizados, em cada caixilho,
dois pocos para o teste ELISA para IgG (um para teste da amostra e
outro com antigeno controle) e dois pocos para o teste de avidez
anti-IlgG, conforme Figura 1. O procedimento técnico, até a adicéo
do conjugado anti-IgG POD ¢ idéntico para os testes de ELISA e de
avidez. Nessa etapa, sdo adicionados, nos dois pocos para avidez
(marcados na Figura 1 em azul claro), 100?L de uréia 6M que,
durante a incubacao por 3min a temperatura ambiente, deslocam os

anticorpos de baixa avidez de sua ligagdo com os antigenos




multivalentes. Os dois pocos utilizados para teste de avidez s&o
submetidos a trés ciclos de lavagem com 0,3 mL de solucdo tampéao
POD, por meio das quais os anticorpos de baixa avidez sao retirados
dos pocos. A reacdo prossegue idéntica, para todos os pogos, com a
adicio de reagente cromégeno TMB até a leitura por
espectrofotometria a 450nm contra branco constituido por 0,1mL de

solucéo de interrupcéo de reacao.
&z CONTROLE DE QUALIDADE

Todas as dosagens foram realizadas com corrida
pareada de controle negativo e positivo, tanto para dosagem de 1gG

anti-EBV, quanto para o teste de avidez.

Para as leituras espectrofotométricas, utilizou-se como
branco de densidade Optica, 1mL de solucdo de interrupcdo de
reacdo, com a qual calibrou-se o aparelho para densidade 6ptica

igual a zero.
& CALCULOS E INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

A porcentagem de anticorpos de alta avidez, néo
deslocaveis, permite concluir sobre a resposta imunoldgica do
paciente frente ao EBV. Dessa forma, comparou-se a densidade
Optica do teste de ELISA com a do teste utilizando uréia (teste de
avidez por meio da razao de coeficientes de extingdo), expressa na
formula 3.

?E

indice de avidez ? 9E testede avidez 91 ()()

: teste de referéncia

Férmula 3 — Célculo do indice de avidez

A interpretacdo dos resultados foi feita segundo consta

no Quadro 4.



Andlise e processamento de dados

Os dados foram organizados e processados por meio do programa
EPLINFO, verséo 6.04d, utilizando-se as subrotinas EPED, para criagdo do banco
de dados, CHK, para construcdo do programa de consisténcia de digitacdo,
ENTER, para digitacdo das informacdes, VALIDATE, para consisténcia e critica
dos dados e ANALYSIS, para analise estatistica descritiva, incluindo calculo de
médias, medianas, desvios-padrao, distribuicdo de frequéncias, assim como para

testes de inferéncia estatistica da analise estratificada.

Utilizou-se o teste Qui Quadrado (??) de homogeneidade e
contingéncia, assim como o teste exato de Fisher, para pequenas amostras,

ambos ao nivel de significancia de 0,05.

A utilizacdo do teste de Qui quadrado teve por objetivo analisar a
associacao entre variaveis, gue mantém entre si analogia fisiolégica, para que se
determinasse a aderéncia das variaveis testadas, ou seja, para identificar a
probabilidade de a variavel dependente ser causada pela independente, tomando
por base o nivel de significAncia de 5%. No entanto, no emprego desse teste
estatistico, foi valorizada a freqiéncia esperada de cada casa do corpo numérico
tabular, para a escolha técnica do uso do teste de Fisher ou do teste de Qui

guadrado.

Empregou-se o teste de Fisher (1934) para pequenas amostras
sempre que frequéncia esperada inferior foi inferior a 20, em mais de 5% das
casas numeéricas tabulares, critério denominado regra de Cochran (1952). Assim
sendo, o teste de Qui quadrado e o de Fisher prestaram-se a analise de

contingéncia; este para amostras pequenas e aquele, para grandes amostras.



Aspectos éticos

O projeto de estudo foi submetido a apreciacdo da Comissdo de
Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de

Pernambuco, tendo sido aprovado (Anexo 6).

Todos pacientes foram informados sobre o estudo e, tendo
concordado, assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 4),
conforme preceitua a Resolu¢cdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude, em
concordancia com a Declaragéo de Helsinki VI, aprovada em 1996 em Hong-Kong

e referendada em 2000 na Bélgica.

Quaisquer informacdes, que possam identificar o0s pacientes
presentes neste estudo, ndo serdo publicadas nem divulgadas. Os dados serdo

mantidos por cinco anos na posse do pesquisador para eventuais comprovacoes.
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Caracterizagcdo amostral segundo grupo caso e controle

No periodo de estudo, foi possivel coletar dados de 67 pacientes
lipicos, sendo 23 casos e 44 controles. Todavia, no decorrer da pesquisa, um
caso foi excluido devido a impossibilidade técnica de realizacdo do teste ELISA,
ocasionada por presenca de fibrina na amostra de sangue. O tamanho amostral

final foi 22 casos e 44 controles.

Outros cinco pacientes foram excluidos, dos quais um caso e um
controle, devido a negatividade do teste ELISA para IgG anti-EBV, e trés
controles, cujos niveis de anticorpos IgG anti-EBV tinham valores que nao
permitiam afirmar a exposicéo prévia e a producao de anticorpos antivirus (EBV).
Dessa forma, para andlise do indice de avidez para EBV foram incluidos 61

pacientes, dos quais 21 eram casos e 40, controles.

Dentre os 66 pacientes analisados, a dade variou entre 12 e 53
anos, com média igual a 33t11 anos, tendo 50% dos pacientes 32 anos ou mais.
Constatou-se semelhanca etaria entre 0s grupos, visto que os casos tinham idade
variando entre 12 e 53 anos, média igual a 31+12 anos, enquanto que 0S
controles tinham idade média de 34+11 anos, com variacao entre 13 e 53 anos.
Houve predominio de pacientes na faixa etaria de 20 a 39 anos, em ambos 0s
grupos, sendo 13 (59,1%) pacientes do grupo caso e 27 (60,3%), do grupo
controle (Tabela 1).



Tabela 1 Distribuicdo etaria de 66 pacientes portadores de lipus eritematoso sistémico,
segundo grupo caso e controle — Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Pernambuco — Recife — Janeiro 2002-Fevereiro 2003

GRUPO DE PACIENTES

I?QBISE)S casc controle TOTAL
n % n %

10-19 3 13,6 2 45 5

20 -39 13 59,1 27 61,4 40

40 -59 6 27,3 15 34,1 21

TOTAL 22 100,0 44 100,0 66

Sessenta (90,9%) pacientes eram do sexo feminino, sendo 17 (77,3%) no
grupo caso e 43 (97,7%) no grupo controle. Dentre os 6 (9,1%) pacientes do sexo
masculino, cinco (22,7%) eram do grupo caso e um (2,3%) do controle (Tabela 2).
A distribuicdo de sexo segundo atividade do IUpus eritematoso sistémico foi

significante; dentre as mulheres, houve maior nimero no grupo caso e, dentre 0os
homens, no grupo caso.

Tabela 2 Distribuicdo de sexo de 66 pacientes portadores de lUpus eritematoso sistémico,
segundo grupo caso e controle — Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Pernambuco — Recife — Janeiro 2002-Fevereiro 2003

GRUPO DE PACIENTES

SEXO casa controle TOTAL
n % n %
feminino 17 77,3 43 97,7 60
masculino 5 22,7 1 2,3 6
TOTAL 22 100,0 44 100,0 66
pFisher= 0101

Segundo os critérios de Fitzpatrick (1988), foram identificados 27 (40,9%)
pacientes brancos e 35 (59,1%) n&o brancos, os quais predominaram em ambos
0S grupos, tendo havido 16 (72,7%) dentre 22 pacientes no grupo caso e 23
(52,3%), dentre 44 do grupo controle (Tabela 3).



Tabela 3 Distribuicdo de fenétipos de 66 pacientes portadores de lUpus eritematoso
sistémico, segundo grupo caso e controle — Hospital das Clinicas da Universidade Federal
de Pernambuco — Recife — Janeiro 2002-Fevereiro 2003

GRUPO DE PACIENTES

FENOTIPOS caso controle TOTAL
n % n %
branco 6 27,3 21 47,7 27
nao branco 16 72,7 23 52,3 35
TOTAL 22 100,0 44 100,0 66
7°=1,76; p=0,18

Observou-se discreto predominio de pacientes provenientes da Regido
Metropolitana do Recife (25 ? 37,9%). Em segundo lugar estiveram os pacientes
do Interior do Estado (21 ? 31,8%), seguindo-se em numero aqueles da Cidade

do Recife (18?7 27,3%) (Tabela4).

Tabela 4 Distribuicdo de procedéncia de 66 pacientes portadores de lipus eritematoso
sistémico, segundo grupo caso e controle — Hospital das Clinicas da Universidade Federal
de Pernambuco — Recife — Janeiro 2002-Fevereiro 2003

GRUPO DE PACIENTES

PROCEDENCIA casa controle TOTAL
n % n %
Regido Metropolitana 11 50,0 14 31,8 25
Interior 8 36,4 13 29,5 21
Recife 3 13,6 15 34,1 18
Outros Estados - - 2 4.6 2
TOTAL 22 100,0 44 100,0 66
2°=4,74, p=0,31

Quarenta e sete (71,2%) pacientes tinham escolaridade até primeiro grau
e 19 (28,8%) tinham maior nivel. Nao houve diferenca estatistica na distribuicdo
dos pacientes dos grupos em estudo, quanto a escolaridade, tendo predominado

nivel até primeiro grau, em ambos (Tabela 5).



Tabela 5 Distribuicdo de escolaridade de 66 pacientes portadores de llpus eritematoso
sistémico, segundo grupo caso e controle — Hospital das Clinicas da Universidade Federal

de Pernambuco — Recife — Janeiro 2002-Fevereiro 2003
GRUPO DE PACIENTES

ESCOLARIDADE caso controle TOTAL
n % n %
até 1° grau 17 77,3 30 68,2 47
maior que 1° grau 5 22,7 14 31,8 19
TOTAL 22 100,0 44 100,0 66
2°=0,23, p=0,63

A renda mensal variou entre um e doze salarios minimos para 48 (72,7%)
pacientes e foi inferior a um salario minimo para 18 (27,3%). N&o houve diferenca

estatistica entre os grupos caso e controle (Tabela 6).

Tabela 6 Distribuicdo de renda mensal de 66 pacientes portadores de lUpus eritematoso
sistémico, segundo grupo caso e controle — Hospital das Clinicas da Universidade Federal
de Pernambuco — Recife — Janeiro 2002-Fevereiro 2003

GRUPO DE PACIENTES

RENDA MENSAL
Lo caso controle TOTAL
(salario-minimo) N % n %
Menor que um 7 31,8 11 25,0 18
Igual ou maior que 1 15 68,2 33 75,0 48
TOTAL 22 100,0 44 100,0 66

2°=0,09, p=0,77

Teste de deteccao de IgG anti-EBV

Na primeira fase do teste de deteccdo de IgG para EBV, 61 (92,4%)
pacientes tiveram resultado positivo, dois (3,0%) foram negativos, sendo um
(4,5%) do grupo caso e um (2,3%) do grupo controle, e trés (4,5%) foram

considerados indeterminados, todos do grupo controle (Tabela 7).



Tabela 7 Distribuig&o de resultados da primeira fase do teste de deteccéo de IgG anti-EBV
de 66 pacientes portadores de llpus eritematoso sistémico, segundo grupo caso e controle
— Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco - Recife — Janeiro 2002-
Fevereiro 2003

Teste de deteccéo de GRUPO DE PACIENTES
IgG anti-EBV caso controle TOTAL
(12 fase) n % n %
positivo 21 95,5 40 90,9 61
negativo 1 4,5 1 2,3 2
indeterminado - - 3 6,8 3
TOTAL 22 100,0 44 100,0 66

NOTA: Este agrupamento impossibilita teste estatistico porque h& 62,5% das casas com
freqUéncia esperada inferior a cinco.

Analisando os indices de avidez de 61 pacientes com positividade no
teste de deteccdo de IgG para EBV, identificou-se que para 54 (88,5%), este
alcancou valores iguais ou superiores a 40, dos quais 34 (63%) eram do grupo
controle e 20 (95,2%) tinham Idpus eritematoso em atividade. Em 5 (8,2%)
pacientes, o indice esteve entre 20 e 40, sendo todos do grupo controle, e em 2
(3,3%), foi inferior a 20 (Tabela 8).

Tabela 8 Distribuicdo dos indices de avidez de anticorpos de 61 pacientes portadores de
lGpus eritematoso sistémico, segundo grupo caso e controle — Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Pernambuco — Recife — Janeiro 2002-Fevereiro 2003

CLASSES DE INDICE DE GRUPO DE PACIENTES

AVIDEZ DE ANTICORPOS s controle TOTAL
0 n %
<20 1 48 1 25 2
20 - 40 - - 5 12,5 5
2 40 20 95,2 34 85,0 54
TOTAL 21 100,0 40 100,0 61

NOTA: Foram excluidos: trés pacientes, com DO cujo valor ndo permitiu concluir pela positividade
ou negatividade do EBV e dois pacientes com testes imunoldgicos negativos na primeira fase
2?=2,41, p=0,30

Nas tabelas 9, 10 e 11 estdo apresentados os resultados dos indices de
avidez com trés pontos de corte distintos, respectivamente iguais a 20, 30 e 40.

Tomando 20 como valor de ponto de corte, identificou-se que 2 (3,3%)
pacientes tinham diagndstico de infeccdo por EBV reativada, sendo um (4,8%) do

grupo caso e um (2,5%) do grupo controle (Tabela 9).



Tabela 9 Distribuicdo dos indices de avidez de anticorpos de 61 pacientes portadores de
lGpus eritematoso sistémico, segundo grupo caso e controle — Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Pernambuco — Recife — Janeiro 2002-Fevereiro 2003

CLASSES DE iINDICE DE GRUPO DE PACIENTES

AVIDEZ DE ANTICORPOS caso controle TOTAL
n % n %
<20 1 2.8 1 25 2
2 20 20 95,2 39 97,5 59
TOTAL 21 100,0 40 100,0 61

NOTA: Foram excluidos: trés pacientes, com DO cujo valor ndo permitiu concluir pela positividade
ou negatividade do EBV e dois pacientes com testes imunoldgicos negativos na primeira fase
Prisher= 0,57

Ao adotar 30 por valor de ponto de corte, 5 (8,2%) pacientes foram
diagnosticados como portadores de infeccdo por EBV reativada, dos quais 1
(4,8%) integrava o grupo caso e 4 (10,0%), o grupo controle (Tabela 10).

Tabela 10 Distribuicdo dos indicesde avidez de anticorpos de 61 pacientes portadores de
[Gpus eritematoso sistémico, segundo grupo caso e controle — Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Pernambuco — Recife — Janeiro 2002-Fevereiro 2003

CLASSES DE INDICE DE GRUPO DE PACIENTES

AVIDEZ DE ANTICORPOS caso controle TOTAL
% n %
<30 1 2.8 ) 10.0 5
230 20 95,2 36 90,0 56
TOTAL 21 100,0 40 100,0 61

NOTA: Foram excluidos: trés pacientes, com DO cujo valor ndo permitiu concluir pela positividade
ou negatividade do EBV e dois pacientes com testes imunoldgicos negativos na primeira fase
Prisher= 0,43

Alterando o ponto de corte para o valor 40 (Tabela 11), o niumero de
pacientes diagnosticados como infecgdo por EBV reativada no grupo controle
aumentou para cinco (12,5%), mantendo-se igual a um (4,8%) no grupo caso,
totalizando 6 (9,8%) diagndsticos de infeccdo reativada, dentre os 61 pacientes

estudados.



Tabela 11 Distribuicdo dos indices de avidez de anticorpos de 61 pacientes portadores de
lGpus eritematoso sistémico, segundo grupo caso e controle — Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Pernambuco — Recife — Janeiro 2002-Fevereiro 2003

CLASSES DE iNDICE DE GRUPO DE PACIENTES

AVIDEZ DE ANTICORPOS caso controle TOTAL
n % n %
<40 1 7.8 5 12.5 3
2 40 20 95,2 35 87,5 55
TOTAL 21 100,0 40 100,0 61

NOTA: Foram excluidos: trés pacientes, com DO cujo valor ndo permitiu concluir pela positividade
ou negatividade do EBV e dois pacientes com testes imunologicos negativos na primeira fase

Prisher~ 0,32

Constatouse que a modificacdo do ponto de corte ndo alterou a
distribuicdo dos pacientes do grupo caso, mas o fez no grupo controle. Nao houve

diferenca estatisticamente significante em qualquer dos pontos de corte adotado.

Sinais e sintomas de diagnostico de lUpus eritematoso sistémico

Critérios do American College of Rheumatology

Comparando sintomas e sinais dos pacientes do grupo caso aos do
controle, identificou-se terem sido mais freqlentes entre 0os casos: eritema malar
(90,9%), fotossensibilidade (72,7%), alteragbes hematoldgicas (54,5%),
acometimento renal (50,0%), lesbes cutaneas discoides e Ulceras orais ou
nasofaringeas (31,8%), alteracdes imunoldgicas (27,3%) e pleurite ou pericardite
(22,7%) (Gréfico 1).
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Grafico 1 — Distribuicdo doe 66 pacientes quanto aos sinais e sintomas do American
College of Rheumatology, segundo grupo caso e controle — Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Pernambuco — Recife — Janeiro 2002-Fevereiro 2003

Critérios SLEDAI de determinacao do indice de atividade lUpica

No Gréfico 2 estd expressa a distribuicdo de freqiiéncias dos sintomas e
sinais investigados como critérios SLEDAI, onde se pode identificar que os
pacientes do grupo controle apresentaram sete (38,9%) dentre os 18 sinais ou
sintomas diagnosticados nos pacientes do grupo caso. Para os pacientes do
grupo controle, foram eles, em ordem decrescente de freqiéncia: alopecia
(20,4%), rash recente (11,4%), hemataria (9,1%), proteinuria (6,8%), febre,
Ulceras de mucosa e anticorpos anti-DNA, todos em 2,3% dos 44 pacientes

controles.
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Grafico 2 - Distribuicdo dos critérios do SLEDAI de 66 pacientes portadores de lUpus
eritematoso sistémico, segundo grupo caso e controle — Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Pernambuco — Recife — Janeiro 2002-Fevereiro 2003

A pontuacdo geral de SLEDAI dos brancos variou entre 5 e 33, com
média igual a 13 ? 10,5, e mediana e moda iguais a 8. No grupo de nao brancos,
os limites de pontuacdo do SLEDAI foram 5 e 29, igualando-se mediana e moda
respectivamente a 14,5 e 23. Sessenta e nove por cento dos 16 pacientes nao
brancos atingiram pontuacdo de SLEDAI superior a 9 pontos. A média de
pontuacdo desse grupo foi 16,1 ? 8,6, no entanto ndo se verificou diferenca

estatisticamente significante entre os dois grupos quanto ao SLEDAI.
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Escolheuse estudar o EBV em pacientes com LES, devido a sua
alta prevaléncia na populacdo em geral e, em especial, nesses pacientes, devido
a sua laténcia e suas exacerbacbes de forma espontanea em individuos
infectados (WILSON, MORGAN, 2002).

O encontro de alta prevaléncia de anticorpos anti-EBV, na amostra
lpica do presente estudo, sugeriu, como em outras pesquisas KANG et al.,
2004; HUGGINS, TODD, POWELL, 2003), a importancia desse virus como um
dos agentes etioldgicos do LES. Como o LES €& uma doenca auto-imune, de
etiologia multifatorial, na qual ocorrem as mais diversas alteragbes imunoldgicas e
clinicas (McCLAIN, HARLEY, JAMES, 2001; SWAAK et al., 1999), a comprovacao
de que o EBV poderia atuar como gatilho no seu desenvolvimento traria uma
contribuicdo importante para o melhor entendimento do papel desse agente
infeccioso na etiopatogénese do LES. Poder-se-4 estar complementando os
artigos que, embora investiguem a presenca do EBV em LES, nao classificam

esta Ultima como ativa ou inativa.

A esses fatos motivadores, durante a reviséo bibliografica procedida
concomitantemente ao estudo, somou-se 0 encontro de trabalhos similares
(ASCHERIO et al., 2001; WANDINGER et al., 2000), aventando a participagéo do
EBV na exacerbacdo de manifestaces clinicas da esclerose mdltipla, o que

reforgou a relevancia da pesquisa.

Importante relatar que todos os participantes do presente trabalho
eram portadores de LES com doenca em atividade ou inativa. Assim sendo,
dependendo de estar o virus num periodo de laténcia ou de exacerbacao nesses
pacientes, poder-se-ia inferir o papel desse microorganismo na quebra de
tolerdncia e na inducéo da resposta auto-imune no LES, ou seja, nos periodos de
remisséo e exacerbacédo (HEINLEN et al., 2003).



Durante a evolugdo do LES, pode ocorrer uma série de alteragbes
imunoldgicas, que favorecem o agravamento da enfermidade (McCLAIN et al.,
2003). Como néo é possivel determinar quando tais exacerba¢des ocorreréo,
buscouse relacionar esse evento com o ciclo viral (laténcia ou replicagdo) no
interior dos linfocitos B circulantes de pacientes com LES. Isto foi feito por meio

da analise da avidez dos anticorpos de classe IgG no soro desses pacientes.

Uma vez que o virus deixa o interior das células e passa a circular
no sistema vascular e linfatico, o organismo desenvolve respostas imunes, que
normalmente se seguem a uma infeccao viral (LAU et al., 1998). Devido ao fato
de terem sido selecionados pacientes que habitualmente apresentavam resposta
imune aberrante, a presenca do EBV na circulacdo poderia acentua-las, induzindo

0 aumento da atividade do LES.

Os pacientes com LES, quando em remiss&o, podem nédo apresentar
manifestacdo clinica ou laboratorial, 0 mesmo acontecendo nos portadores de
EBV na forma latente (WILSON, MORGAN, 2002). Partindo desse principio,
levantouse a proposicdo de que os pacientes com LES, durante o periodo de
remissao, nao deveriam apresentar alteracfes auto-imunes caracteristicas da
doenca, bem como ndo apresentariam alteracdes imunes que indicassem a
presenca do virus ma circulacdo. Por outro lado, em pacientes com atividade
lUpica, deveriam estar presentes manifestacdes clinicas caracteristicas da doenca
em atividade, bem como anticorpos de alta avidez, que sugerissem reativagao do
EBV.

A escolha de estudo tipo caso-controle acarretou dificuldade inicial
para selecionar o grupo controle, que deveria ter lUpus inativo. Os trabalhos
consultados (SWAAK et al., 1999; DRENKARD et al.,, 1996) recomendavam,
como critérios de inatividade, que os pacientes deveriam estar assintomaticos por
um periodo maior que um ano, nao fazer uso de qualquer droga e ter os exames
laboratoriais dentro dos limites da normalidade, ou seja, ter SLEDAI igual a zero.
O cumprimento de tais critérios € dificil pela propria natureza recorrente do lupus,
na qual, em algum momento, 0 paciente apresentara um ou mais sintomas, neles

incluidas eventuais anormalidades laboratoriais.



Para minimizar tais dificuldades, analisou-se o critério de atividade
proposto por Borba e Bonfa (1997), em trabalho sobre dislipidemias, no qual os
pacientes poderiam apresentar sintomas e alteragdes laboratoriais, desde que
nao ultrapassassem a pontuacdo de SLEDAI igual a cinco, considerado pelos
autores como ponto de corte. Assim, um paciente com LES e SLEDAI igual ou
menor que 4 foi considerado no presente trabalho, como LES inativo, sendo
incluido no grupo controle (KANG et al., 2004). A partir dai, a selecdo do grupo

controle foi bastante facilitada.

Para determinar a presenca do virus, no grupo caso e no grupo
controle, utilizouwse a pesquisa do anticorpo IgG anti EBV e, posteriormente, de
sua respectiva avidez, que permitiram inferir se a infeccdo era passada ou

reativada.

Foram excluidos da amostra os pacientes, com auséncia de contato
com o EBV, comprovada laboratorialmente pela negatividade do teste de
pesquisa de IgG anti-EBV ou com resultados indeterminados, nos quais nao foi

possivel conclusdo adequada a respeito do contato prévio com o virus.

A discusséo dos resultados do presente trabalho € restrita porque 0s
estudos imunolégicos permitem apenas aventar hipoteses com base nos dados
disponiveis, ainda sem explicacdes plausiveis. Dessa forma, coube constatar
concordancias ou discordancias dos achados com aqueles da literatura, pois
pareceu temerario justifica-los pela falta de embasamento. No entanto a
semelhanca de outros estudos, optou-se por aventar algumas hipéteses, com o

intuito de enriquecer as possibilidades de novas pesquisas.

A limitagcdo metodoldgica imposta pelo atual conhecimento que se
tem da imunologia do Lupus Eritematoso Sistémico fez com que se considerasse
mais adequado admitir 5% como nivel de significancia para os testes estatisticos,
tal como procederam todos os autores consultados para a elaboracdo do atual
trabalho, uma vez que a assuncdo do nivel de significancia de 1% ainda néo é

recomendavel, até que novos estudos permitam melhor compreensao do assunto.



A proporgéo da doenca foi maior no sexo feminino em relacdo ao
masculino, da ordem de 10:1, semelhante a descrita na literatura consultada
(JACOBSON et al., 1997). Esse dado parece reforcar a hipétese da acgéo
estrogénica como um dos fatores etiolégicos da doenca (AHMED, OLDSTONE,
1984).

O LES compromete mais pacientes entre 20 e 50 anos
(HOCKBERG, 1985), ou seja, durante o periodo de maior atividade sexual, o que

correspondeu aos achados da presente pesquisa.

Existe relato de que a doenca evoluiria de forma mais grave, quando
ocorresse numa faixa etaria mais jovem (WARD, PYUIN, STUDENSKI, 1993). Na
presente casuistica, houve cinco pacientes na fase de adolescéncia, o que nao

permitiu reforcar essa assertiva.

No Reino Unido, a doenca € mais freqiente na raca negra, em
asiaticos e em caribenhos, e mais rara em pacientes brancos (JOHNSON et al.,
1995). Devido a dificuldade para classificacdo de raca em pacientes brasileiros,
optou-se por subdividi-los segundo fendtipo, em brancos e ndo brancos. No
presente trabalho, ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os
grupos, todavia no grupo caso houve maior nimero de pacientes nao brancos do
gue pacientes brancos.

O baixo grau de escolaridade e de renda dos pacientes deve u-se ao
fato de terem sido selecionados em hospital publico, onde se atende a uma classe
social menos favorecida. Segundo Ward, Pyun e Studenski (1995), essas duas
condi¢cdes socioecondmicas podem interferir no prognostico da doenca por
dificultarem o acesso as consultas agendadas, a aquisicao de medicacdo quando
nao é possivel seu fornecimento gratuito e, ainda, a percepcédo da necessidade do

acompanhamento médico nos periodos assintomaticos.

A auséncia de significAncia estatistica entre 0s grupos caso e

controle, quanto a escolaridade e a renda mensal parece indicar ser a atividade



lGpica uma manifestacao “democratica”, acometendo individuos

independentemente de suas caracteristicas socioeconémicas.

No presente trabalho, a prevaléncia do EBV foi alta tanto no grupo
caso como no grupo controle, resultado este semelhante aos encontrados na
literatura (HUGGINS, TODD, POWELL, 2003).

Em um estudo do tipo caso-controle, utilizando 153 controles sadios
e 117 pacientes com LES, James et al. (1997) identificaram soropositividade para
0 EBV por reagédo de cadeia de polimerase em 99% dos casos e em 70% dos
controles sadios (OR= 49,9% IC 95% 9,3 — 1025). Diante desses resultados, 0s
autores aventaram trés explicacdes possiveis: 0 aumento de susceptibilidade para
Lapus em pacientes previamente infectados pelo EBV; a maior susceptibilidade
para infeccdo por EBV de pacientes portadores de LES e suscetibilidades

distintas para a infeccao por EBV e LES.

Considerando a impossibilidade de determinar nos pacientes da
atual pesquisa a temporalidade da infeccdo por EBV em relacdo ao inicio do LES,

gualquer uma das hipoteses de James et al. (1997) € viavel.

Na literatura, tem sido sugerido que o EBV apresenta-se mais como
uma das causas do que como consequéncia das anormalidades da resposta
imune induzidas pelo LES. O EBV pode ser capaz de infectar populagbes de
linfécitos B auto-reativos, perpetuando sua presenca em tais células, além de
causar sua expansdo mediante a inducéo de proliferacao e diferenciacéo celular.
Usualmente os linfocitos T. sdo capazes de eliminar linfécitos B infectados pelo
EBV, durante o processo de replicacdo celular. No entanto células B de memoria
com genoma viral podem sobreviver por longos periodos (THORLEY-LAWSON,
2001).

A persisténcia de linfécitos B infectados pelo EBV, bem como a
presenca de linfécitos T auto-reativos, poderia decorrer de uma falha no
mecanismo de apoptose, que consiste na morte celular decorrente da expressao

de determinados genes. O sistema Fas/Fas-ligante € um importante mecanismo



para manutengdo da tolerancia periférica, ou seja, € capaz de induzir apoptose
em linfocitos anormais, presentes na circulacdo (VANPARIJS, ABAS, 1996).
Assim, um defeito no gene Fas pode ser um dos fatores relacionados com a
persisténcia de linfécitos auto-reativos, responsaveis pelas alteracdes auto-
imunes (WU et al., 1994).

Os linfécitos B infectados pelo EBV geralmente ndo séo destruidos
por linfécitos T e por células NK, podendo permanecer em repouso ou replicar,
sem serem eliminados por meio destas células. E provavel que a regulagio
negativa da proteina classe | do MHC, nas células infectadas, seja um dos
principais responsaveis pelo mecanismo de escape de sua destruicdo (LI et al.,
1995). Dessa maneira, a infeccdo pelo EBV pode causar expansdo clonal de
linfécitos T auto-reativos (THORLEY-LAWSON, 2001) que, por sua vez
auxiliariam linfocitos B auto-reativos na producdo de auto-anticorpos, bem como

na perpetuacao das respostas auto-imunes.

Durante a maturacdo dos linfécitos T no timo, algumas dessas
células auto-reativas podem ndo ser eliminadas pelo processo de apoptose
(DELVES, ROITT, 2000) passando a corrente sanglinea, sem que
necessariamente sejam ativadas. Para se tentar estabelecer um dos provaveis
mecanismos da patogenia do LES, deve-se levar em conta a presenca de
linfécitos T e linfécitos B auto-reativos na circulacéo, e considerar que, de alguma

forma, essas células sejam ativadas, produzindo resposta imune aberrante.

A producdo de auto-anticorpos normalmente requer a presenca de
linfécitos T auto-reativos, visto serem essas células de fundamental importancia
para ativacdo dos linfécitos B. Os linfocitos T auto-reativos devem desempenhar
papel importante, uma vez que a presenca de IgG de alta afinidade contra
constituintes nucleares requer a presenca dessas células em associacdo com
linfécitos B (SHEDLOCK, SHEN, 2003).

Para que tais eventos se facam presentes, além da perda da
tolerancia, os pacientes deveriam apresentar predisposicdo genética que,

associada a fatores ambientais como presenca de EBV latente em Infocitos B,



favoreceria o surgimento das alteracbes auto-imunes presentes no LES
(PENDER, 2003). Tais fatores podem atuar na perpetuacdo da resposta imune
anormal, uma vez que linfécitos T auto-reativos podem surgir apos infeccao viral,
sem, no entanto, causar dano tissular ou provocar resposta imune anormal e
consequente leséo tecidual (PENDER, 1999).

Uma hipbtese para explicar esse processo, de uma forma mais
ampla, deveria envolver: predisposicdo genética, fator ambiental, perda da
tolerancia imunoldgica, genes que controlam a producao de citocinas, genes que
regulam o mecanismo de apoptose, mecanismos responsaveis pela delecédo de
linfécitos auto-reativos, genes que facilitam a perpetuacao de linfécitos infectados
e 0S mecanismos de evasao que possui o EBV para que ndo seja reconhecido

pelo linfécito T citotdxico.

Corroborando essa hipétese, ha publicacdes sobre o provavel papel
dos virus no desenvolvimento do Lupus (HEINLEN et al., 2003; McCLAIN et al.,
2003). Tais trabalhos sugerem que a infeccéo viral e as alteracdes imunoldgicas
do LES poderiam anteceder o aparecimento clinico da doenca além de os
pacientes com LES apresentarem deficiéncias na capacidade de eliminagcédo do
virus EBV. Outros trabalhos sugerem a simultaneidade do inicio do LES com a
replicagéo viral (VERDOLINI et al., 2002; DROR et al., 1998).

Apesar de nao ter sido possivel demonstrar, no presente trabalho,
associagao entre a atividade do EBV e a do LES, existem, na literatura, relatos de
associacao da atividade deste virus com o LES (HUGGINS, TODD, POWELL,
2003) e com outras doencas auto-imunes, especialmente a esclerose mdltipla, na
qgual foi demonstrada nitida correlagdo entre a exacerbacdo da mesma e o
periodo de replicacédo viral ASCHERIO et al., 2001; WANDINGER et al., 2000).

Em trabalho realizado com adolescentes portadores de LES, nao foi
possivel associar a exacerbacdo da doenca com o periodo de replicacao viral.
Questionou-se se sintomas, tipo febre, fadiga, adenopatia e leucopenia,
relacionavam-se com exacerbacao do virus ou derivavam do LES. Feito o perfil

sorolégico do EBV, constatou-se que poucos tinham o virus na forma reativada e,



como a amostra era pequena, nao foi possivel correlacionar com atividade de
doenca. Por esse motivo, concluiu-se que os sintomas relatados estavam nais

associados ao LES que a presenca do virus reativado (KATZ et al., 2001).

No presente estudo, todos os pacientes eram portadores de LES;
diferiam principalmente pela atividade da doenca, estando os casos geralmente
em uso de drogas imunossupressoras. Poder-se-ia sugerir que essa terapéutica
fosse um dos fatores responsaveis pela exacerbacéo do virus e, portanto, que na
sua forma ativa deveria estar presente numa maior propor¢cdo dos casos. Isto nao
foi encontrado no atual estudo. E possivel que a exacerbacdo do virus latente ndo
esteja relacionada a um unico agente causal, mas, como nas doengas auto-
imunes, seja multifatorial (KANG, PARK, 2003).

Na presente pesquisa, houve alta prevaléncia de infec¢édo pelo EBV,
na auséncia de freqiéncia significativa de reativacdo da infeccao viral, tanto no
grupo caso (pacientes com lUpus em atividade) quanto no grupo controle

(pacientes com lUpus inativo).

James et al. (2001) e Huggins, Todd e Powell (2003), na pesquisa
de infeccdo viral pela técnica de ELISA, ndo levaram em conta ser a infeccao
reativada ou passada, ou seja, através do simples contato com o virus, inferiram
gue o mesmo poderia ser o gatilho inicial da doenca. Com a finalidade de
aprofundar o verdadeiro papel do virus como desencadeador do LES, buscou-se
estabelecer o indice de avidez do anticorpo IgG anti-EBV, uma vez que,
dependendo do resultado encontrado, poder-se-ia afirmar se, no momento da
pesquisa, a doencga encontrava-se ativa ou inativa. Pode-se supor que, caso 0s
autores consultados tivessem determinado os valores de avidez para anticorpos
IgG anti-EBV, talvez também detectassem um baixo indice de reativacao viral

como ocorreu no presente trabalho.

Foi a preocupacdo de pesquisar um método imunoldgico
economicamente viavel e valido na Regido Nordeste do Brasil, que fez com que
se priorizasse a determinacdo de auto-anticorpos por ELISA e, ndo, por reacao de

cadeia de proteina (polimerase chain reaction — PCR). Ainda que a PCR esteja



sendo largamente estudada e sua utilizagéo difundida para pesquisa de diversas
viroses, € um meétodo que emprega equipamentos e reagentes importados, de
alto custo, inviaveis para que seja utilizado como rotina diagndstica na regido. No
futuro, a relacéo entre EBV e LES podera ser estudada por meio dessa técnica,

dando seguimento as idéias expressas no presente trabalho.

Tal estudo podera se constituir numa complementacao,
considerando que o tipo de ensaio utilizado para determinacdo de avidez
demonstra a presenca do anticorpo e nao indica necessariamente uma infecgéo
reativada pelo EBV. Assim, € plausivel questionar se, nos relatos da literatura
consultada, os quadros inicialmente descritos como EBV agudo ndo seriam, na

realidade, manifestacdes iniciais do LES.

Houve positividade de anticorpos anti-EBV em todos os pacientes
estudados, entretanto esteve ausente diferenca de avidez desses anticorpos nos

grupos de pacientes com lUpus em atividade e inativo.

Tais resultados condizem com as descricdes recentes, de que as
anormalidades da resposta imunoldgica, presentes no lUpus, iniciam-se muito
antes do aparecimento clinico da doenca. Assim também a influéncia do EBV
nessa desregulacdo parece nao acontecer de forma aguda, podendo estar

associada a atividade do LES.

Desta forma, a pesquisa de anticorpos anti-EBV deve ser
preconizada de forma rotineira, utilizando técnica padronizada e informada nos
resultados, permitindo comparagcdes ao longo do tempo, a fim de se detectar e
tratar a infecgdo viral antes que o virus possa induzir ou acelerar a quebra de
tolerancia imunoldégica, e, em conseqiiéncia, o aparecimento de auto-anticorpos,

ou mesmo, o surgimento ou o agravamento dos sintomas clinicos do lupus.

A falta de associacédo entre avidez dos anticorpos e ativacao ou
inativacdo do lupus, constatada no estudo atual, pode também ter sido causada

por problemas de ordem metodoldgica, entre eles o pequeno tamanho amostral.



Outro aspecto metodolégico a ser considerado foi a hipoétese
admitida para o atual estudo, de que a avidez dos anticorpos circulantes anti-EBV
estaria relacionada a atividade do LES, identificada pelo SLEDAI maior que
guatro, ou seja, que a exacerbacdo da sintomatologia estaria associada a carga
viral de EBV circulante fora das células mononucleares, para que pudessem ser
apresentadas ao sistema imunoldgico. N&o encontrar essa associacéo,
inicialmente, pareceu uma falha do presente estudo, devida a variacdo amostral

ou a limitacao do teste de avidez, entre outros fatores.

No entanto, poderia também estar indicando uma falha da hipotese
inicial, isto é, a sintomatologia do LES poderia independer do ndmero de
particulas virais livres circulantes, fato que poderia ser viavel considerando a
caracteristica do EBV localizar-se nos linfécitos B e neles permanecer como
hospedeiro. Caso isso ocorresse, a associacdo a ser pesquisada seria entre
carga viral do EBV no interior das células mononucleares e LES,

independentemente da sintomatologia.

Foi o trabalho de Moon et al., publicado em 2004 que permitiu
compreender os resultados de avidez do atual trabalho, ao confirmarem que
pacientes com LES tém uma carga viral 15 vezes maior de EBV que os controles
normais, dentro das células B, sugerindo que essa infeccdo é anormalmente

controlada nos portadores de Lupus Eritematoso Sistémico.

A falta de associagdo entre SLEDAI e avidez é a corroboracdo do
trabalho de Moon et al. (2004).

A relacdo entre lapus e infec¢do por EBV é convidativa, posto que o
virus € um componente ambiental de risco para a doenca. Todavia cinco
comprovacbes merecem destaque, por estarem logicamente encadeadas. Em
primeiro lugar, a infeccdo por EBV é disseminada no mundo todo e poupa uma
parte da populacdo, semelhante ao que ocorre no lapus. Em segundo lugar, apés
a infeccdo, o EBV mantém-se viavel e infecta ativamente o hospedeiro, durante
toda sua vida. Em terceiro lugar, a infeccdo por EBV € uma fonte continua de

estimulacdo imunoldgica crénica, visto que, na forma latente, infecta os linfocitos



B e neles se perpetua, células essas essenciais para a producao e a propagacao
de auto-anticorpos, que se constituem no centro do diagnostico laboratorial do
LES, assim como de muitas de suas manifestagbes. Em quarto lugar, a reativagao
periddica do EBV pode estar, hipoteticamente, no LES, associada ao aumento da
producdo de auto-anticorpos e talvez a sua exacerbacdo. Em quinto lugar e
ultimo, geneticamente, a proteina EBNAL, que se expressa tardiamente nos

linfocitos B infectados, € homodloga aos auto -antigenos do LES.

Essa sequéncia logica permite aventar a hipétese de que os
individuos infectados por EBV deveriam desencadear lUpus, pois que o virus seria
necessario para o desenvolvimento da doenca lUpica, entdo as prevaléncias
deveriam ser semelhantes e ndo o séo. Ja que a distribuicdo epidemiologica é
diferente, entdo deve haver um mecanismo na resposta imune humana que
impede essa relacédo causal direta e previne que o lupus seja uma doenca ainda

mais disseminada.

Ao se analisarem os critérios de diagnostico do LES, observou-se
que sinais e sintomas estavam presentes, tanto nos casos como nos controles, no
momento em que se aplicava o questionario do SLEDAI. Este fato decorreu de,
ao ser coletado o historico clinico e laboratorial dos pacientes, tais manifestacdes
deverem ser assinaladas, mesmo que no momento do preenchimento dos
formularios ndo estivessem presentes, visto que nos critérios do ACR para LES

devem-se incluir sinais e sintomas pregressos.

A atividade da doenca avaliada pelo SLEDAI diferiu daquela
utilizando os critérios do ACR, uma vez que naguela consideravam-se somente 0s
achados clinicos e laboratoriais presentes no momento da coleta dos dados.
Assim pode-se verificar a diversidade dos sinais e sintomas presentes no grupo

caso, e pouca ou nenhuma alteragéo no grupo controle.

As manifestacBes clinicas mais freqientes na presente pesquisa
corresponderam as descritas na literatura, ou seja, lesdes cutaneas e artrite ndo
erosiva (GHAUSSY et al.,, 2004). Com relacdo as anormalidades laboratoriais

caracteristicas do LES, ndo se pode concluir se houve diferenca entre os grupos



caso e controle, uma vez que nem todos os pacientes estudados dispunham de

resultados em suas fichas de acompanhamento.

A hematuria, presente em 50% dos casos, foi compativel com os
achados descritos na literatura para LES de longa evolugdo GHAUSSY et al.,
2004). A presenca de alopécia, no grupo controle, em quantidade semelhante ao
grupo caso poderia estar relacionada ao uso de drogas imunossupressoras ou a

prépria atividade da doenca.

Nos pacientes com LES inativo, que correspondeu ao grupo
controle, a presenca de dois casos sugerindo reativacao viral, pode ter simulado
uma exacerbacdo do LES, devido a presenca de sinais e sintomas comuns as
duas patologias (KATZ et al., 2001). A exacerbacéo do virus, no entanto, ndo se
fez presente com manifestagcdes clinicas, uma vez que nenhum paciente

apresentou sintomas comuns a esta virose, com excecao da febre.

E provavel que pacientes com LES apresentem linfécitos T auxiliares
capazes de desempenhar suas fungbes normais, no entanto, a diminuicdo na
capacidade de resposta dos linfocitos Tc, especificos para o EBV, pode ser um
dos fatores responsaveis pela capacidade de manter a infeccéo viral sob a forma
latente nos linfocitos B. Reforcando tais afirmacbes, Kang et al. (2004)
demonstraram que linfécitos T auxiliares com especificidade para antigenos do
EBV apresentavam aumento na capacidade de sintese de ?-interferon e fator de
necrose tumoral ?, levantando a hipotese de que a auséncia de controle sobre os
linfécitos B infectados ndo se devesse as células T auxiliares, uma vez que
linfécitos T auxiliares de memoria apresentavam a capacidade de produzir ?-
interferon de forma eficaz, quando novamente estimulados por linfécitos B

infectados por EBV.

A capacidade dos pacientes com LES em controlar a infec¢ao pelo
EBV poderia dever-se ao aumento da populacdo de células B infectadas,
decorrentes de alteracbes nos genes que controlam a divisao celular bem como a

apoptose. No entanto, pacientes com LES freqiientemente evoluem com



leucopenia e linfocitopenia, ao invés de leucocitose, 0 que possivelmente

invalidaria essa hipotese.

A associacao entre gatilhos infecciosos e indugao de resposta auto-
imune pode levar a uma nova fase do conhecimento, no que diz respeito aos
objetivos de pesquisas. Quanto ao tratamento do LES, deve haver maior
empenho em fazer a profilaxia destas anormalidades, investigando-se a carga do
EBV por meio de testes imunoldgicos, a fim de evitar que infec¢gdes virais sejam
capazes de induzir toda essa sequéncia de anormalidades imunoldgicas. Ao invés
de compreender como o sistema imune responde de forma desregulada a uma

infeccao viral, dever-se-ia investir na prevencgao de tais infeccoes.

Quanto a resposta imune humana, jA se busca identificar o
mecanismo protetor que quebra a relagéo entre estimulo antigénico dos linfécitos

B infectados por EBV, producédo de auto-anticorpos e lupus eritematoso sisté mico.

Feitas essas ponderacOes, o0 presente trabalho pode ser
considerado inovador por correlacionar, pela primeira vez, a afinidade dos
anticorpos anti-EBV em pacientes com LES e a atividade da doenca através do
SLEDAL.



L

CONCLUSOES



N&o ter sido possivel demonstrar, no presente trabalho, associacao
entre a atividade do EBV e a do LES corroborou relatos semelhantes na literatura
consultada.

O fato de néo se ter encontrado associacao entre reativacao viral e
exacerbacdo do LES, parece indicar a ndo eliminagdo dos linfocitos B infectados
por falha no mecanismo de apoptose ou na acdo de linfécitos T citotdxicos

permitindo a progresséo do LES.
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ANEXO 1 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO PARA PARTICIPACAO EM ESTUDO
CLINICO

Titulo: Associacdo da atividade do Lupus Eritematoso Sistémico (LES) com o virus Epstein-barr
(EBV)

Investigador Principal: Dr. Samuel Kosminsky

Orientadora: Prof? Dr2 Rosangela Coelho

Co-Orientadora: Profe Dr2. Angela Duarte

Unidade: Hospital das Clinicas — Universidade Federal de Pernambuco

Av. Prof. Moraes Rego, s/n50690-901 — Recife/PE

Por meio deste instrumento estou sendo informado, em detalhes, sobre o estudo acima e resolvi
dele participar. Eu serei um dos pacientes participantes deste estudo nesta instituicdo. O objetivo
deste estudo é determinar a associacdo da atividade do LUpus Eritematoso Sistémico (LES) com o
virus Epstein-Barr (EBV). Serei beneficiado porque a presencga do virus pode estar associada a
exacerbacdo da minha doenca, possibilitando os médicos um melhor entendimento sobre a
mesma.

Entendo que minha participacdo é inteiramente voluntaria e qualquer transtorno durante o
procedimento de coleta do sangue, implicara em tratamento médico nesta instituicdo. Para isso,
terei que comparecer no dia marcado para coleta do sangue, onde serdo dosados os titulos de
anticorpos para o virus EBV. Os riscos serdo os inerentes a coleta de sangue, tais como dor ou
hematoma no local da puncéo e mais raramente tromboflebite (inflamacdo na veia)

Como beneficio do referido trabalho, serei informado ser ou ndo portador do virus Epstein-Barr e
no caso de ter que usar corticéide ou imunossupressor em doses altas para controle da atividade
do Lupus Eritematoso Sistémico, poderei usar de forma profilatica drogas anti-virais que previnam
exacerbacado do virus que influencia de forma desfavoravel a evolugéo da doenca.

Eu serei informado de qualquer alteragéo no estudo ou qualquer nova observacdo pertinente ao
mesmo. Estou ciente que os médicos que estdo conduzindo este estudo sdo capacitados e bem
treinados, de forma a me oferecer os maiores beneficios possiveis. Todos os dados da minha
participagdo neste estudo serdo documentados e mantidos confidencialmente, sendo disponiveis
apenas para as autoridades de salde e minha pessoa.

Como minha participacédo é voluntaria, posso abandonar o estudo a qualquer momento, sem que
isso resulte em qualquer penalidade ou perda de meus direitos nesta instituicido. N&o receberei
compensacdo financeira por eventuais injlrias que possam me ocorrer, mas ndo me privo de
meus direitos legais agindo desta forma. Se eu tiver qualquer dlvida ou perguntas relativas a este
estudo ou aos meus direitos, no que diz respeito a minha participacdo, ou ainda se quiser relatar
eventos adversos, posso contatar o Dr. Samuel Kosminsky através do telefone 3454.0155.

Eu concordo em seguir as instrucdes das pessoas que estdo conduzindo e monitorizando este
estudo, de forma a obter o maximo de beneficios da atengdo médica oferecida por esta pesquisa.
Data: / /2002

Nome do paciente:
Assinatura
Endereco
Nome da testemunha: Assinatura:
Endereco:
Nome da testemunha: Assinatura:
Endereco:
Investigador: Samuel Kosminsky Assinatura:
Endereco: Hospital das Clinicas — Departamento de Medicina Interna — Disciplina de Reumatologia




ANEXO 2 — QUESTIONARIO DE ANAMNESE E COLETA

DE INFORMACOES REFERENTES AOS CRITERIOS

CLINICOS E LABORATORIAIS DE DIAGNOSTICO E DE
CLASSIFICACAO DO INDICE DE ATIVIDADE SLEDAI DO
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LUPUS
Caso N° Registro N° Data [/ |/
DADOS DE IDENTIFICACAO
Nome
Endereco
Idade Data de nascimento: __ /[ Sexo masculino = feminino =
Raca: branca == ndéo branca = Estado civil: casado = nédo casado =

Procedéncia: Recife = Regido metropolitana =  Interior =  Outros Estados =
Escolaridade: até 1° grau = maior que 1° grau =

Renda Familiar: < 1 salario minimo = ? 1 salario minimo =

DIAGNOSTICO CLINICO E LABORATORIAL DE LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO

CRITERIOS DE CLASSIFICACAO DO LES (ACR, 1997) sim | ndo
1. Rash malar = | =
2. Lesdo cutanea crdnica (discoide) = | =
3. Fotossensibilidade =1 =
4. Ulceras orais/nasofaringeas = | =
5. Artrite ndo erosiva = | =
6. Pleurite/pericardite = | =
7. Acometimento renal — proteindria >0,5g ou cilindros celulares = | =
8. Convulsao/psicose = | =
9. Alteragbes hematoldgicas — anemia hemolitica com reticulocitose e/ou leucopenia = =
<4.000 e/ou linfopenia < 1.500 e/ou plaquetopenia < 100. 000 em 2 ou mais ocasifes
10. AlteragBes imunoldgicas — anti-DNA e/ou anti-Sm e/ou anticorpo antifosfolipidios B
(anticardiolipina, anticoagulante lipico ou falsa sorologia VDRL)

11. AAN positivo, na auséncia de uso de drogas indutoras

Escore total




indice de Atividade — SLEDAI (Bombardier et al, 1992)
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Manifes- | pefinicao Pontos

tacdo

Convulsao Inicio recorrente. Exclusao causas metabolicas, infecciosas, drogas. 8=
Alteracao d atividade normal por distarbio severo na percepcao da realidade:

Psicose alucinagao, incoeréncia, pergla_ da cgpacidade assoc_iativa, da orga}niza(;éo_do g =
pensamento, pensamento ilogico, bizarro, desorganizado, catatonia. Excluir causas
metabdlicas e drogas.

Alteracao na funcéo mental com dificuldade de orientacdo, memaria ou outras

Sindrome fungbes i_nAtelgctuais, com ipl’cio répido_e caracteristicas flutuaptes. Inclu_i alteracéo _

organico da consciéncia com reduga~o da c'ap,ac[dade de mantNer aten(_;ao ao ambl_entfe, emais | o

cerebral duas gas.segumtes altgragoes: distarbio dg percepcao, fa!a. |nc0erente, insbnia ou
sonoléncia durante o dia, ou aumento ou diminuigdo da atividade psicomotora.
Excluir causas metabdlicas, infecciosas ou drogas.

Distiirbios Alteragdo da retina}. Incluindo corpos’gitéides, hemorr’a_gia retinia_nf_i, exsu~dato

visuais Seroso ou hemorragico no plexo coroéide, ou neurite 6tica. Excluir infec¢éo, 8 =
hipertensao e drogas.

Comprome-

timento de Neuropatia sensorial ou motora envolvendo pares cranianos, de inicio ou reinicio g =

pares recente

cranianos

Cefléia - - - ~ . .

lupica Cefaléia severa e persistente, tipo enxaqueca, mas ndo responsiva aos analgésicos | 8 =

AVC AVC recente. Excluir aterosclerose 8=

Vasculire UIceragg”ne_s, gangrenas, infartes_periungueais, nodulos digitais_dolorosos, areas g =
hemorragicas ou bidpsia ou angiograma demonstrando vasculites

Artrites Artrite em mais de duas articulagcoes 4=

Miosite Dor ou fraq_ueza_muscular proxw_n,al com aumento de creatiafosfoquinase/aldolase 4 =
ou eletromiografia alterada ou bidpsia com miosite

Cilindruria Cilindros hematicos ou granulosos. 4=

Hematuria >5 hemacias por campo. Excluir litiase, infec¢ao, ou outra causa. 4=

Proteinuria >0,50/24 horas. Aumento recente ou Inicial. 4 =

Pidria >5 leucaocitos por campo. Excluir infeccao. 4=

Rash . .

Inicio ou recorréncia do rash. 2=
recente

Alopécia Inicio ou recorréncia de alopécia localizada ou generalizada. 2=

Ulcera de . A . .

Inicio ou recorréncia de tlcera nasal ou oral. 2=
mucosa

Pleurite Dor pleuritica com atrito ou efusao, ou espessamento pleural. 2=

. . Dor pericardica com pelo menos atrito e/ou efusao e/ou confirmacao por

Pericardite . ) 2=
eletrocardiograma ou ecocardiograma

complemen | . iy iicdo de CHso, C3 ou C4 2=

-to baixo

Anti DNA >25% por método de Farr, ou acima do normeél para testes laboratoriais 2=

Febre > 38°C. Excluir infeccao. 1=

Trombo- <100.000 plaquetas/mm3. 1=

citopenia

Leucopenia | <3.000 leucdcitos/mm3. Excluir drogas como causa. 1=

Escore do SLEDAI

A escala deste indice varia de 0 a 105

LES ELISA — EBV Indice de avidez
ativo = positivo recente
inativo = negativo passado
indeterminado indeterminado
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ANEXO 3 - APROVACAO DO PROJETO PELA COMISSAO DE
ETICA EM PESQUISA DO HOSPITAL DAS CLINICAS DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias da Saide
Comité de Etica em Pesquisa

Of. 106/2002-CEP/CCS Recife, 08 de maio de 2002.

Senhor (a) Pesquisador(a),

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa envolvendo seres humano
do Centro de Ciéncias da Salde da Universidade Federal de Pernambuco
CEP/CCS/UFPE analisou o Protocolo de pesquisa n°® 055/2002-CEP/CCS, intitulad
“ASSOCIACAO DA ATIVIDADE DO LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO COM ViRU:
EPSTEIN BARR’, aprovando-o de acordo com a Resolugdo n®196/96 do Conselh
Nacional de Saude, em 03 de maio de 2002, liberando para inicio da coleta de dados.

Atenciosamente,

Prol* Yania Pinbein Ramos
Yioncoudsvadins ) Comieh n s
s Sespeies CURARIE

Ao
Prof, Samuel Kosminsky
Departamento de Medicina Clinice - COS/UFPE

Av. Frof. Mosaes T, o', Cid Univessitivie, 30670-901, Recife %, Tel, Fa: 81 3271 3588; sepocafipond ulbe b
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APENDICE 1 - CRITERIOS DA ACR, PARA
CLASSIFICACAO DO LES, REVISADOS EM
1997

Eritema malar

Lesédo cutanea cronica (discoéide)

Fotossensibilidade

Ulceras orais ou nasofaringea

Artrite ndo erosiva

Pleurite ou Pericardite

Acometimento renal: proteindria persistente (0,5g/dia) ou cilindros celulares

Convulsao ou Psicose

© 0 N o 0 bk WP

Alterac6es hematoldgicas: anemia hemolitica com reticulocitose ou leucopenia

< 4.000/mm3 ou linfopenia < 1.500/mm3 ou trombocitopenia <100.000% em

duas ou mais ocasides

10.Alteracdes imunoldgicas: anti DNAn ou anti Sm ou anticorpo anti fosfolipidios
(teste positivo para anticorpo anticoagulante IUpico ou niveis séricos elevados
de anticorpos anticardiolipina IgG ou IgM ou reacdo falso positivo para
Treponema pallidum)

11.Presenca de anticorpos antinucleares: um titulo elevado de ANA pela IFI ou

teste equivalente em qualquer época de investigacdo na auséncia de uso de

drogas capazes de induzi-los



APENDICE 2 — CLASSIFICACAO DO FOTOTIPO
SEGUNDO ESCALA DE PIGMENTACAO DE FITZPATRICK
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FOTOTIPOS
0

\Y

\Y

Vi

CARACTERISTICAS
Albino

Cabelo ruivo, pele branca com sardas

Pele branca, cabelo loiro ou castanho

claro, olhos claros ou néo

Pele branca, cabelo castanho ou preto,

olhos castanhos escuros ou pretos
Pele cor jambo, cabelo preto, olhos
castanhos escuros ou pretos

Mulato

Negro

REACOES AO SOL

Queimadura
Queima facilmente, nunca
bronzeia
Dificilmente bronzeia,
usualmente queima
Queimadura moderada,
Bronzeamento médio
Raramente queima,
Bronzeia com facilidade
Queima raramente,
Bronzeia facilmente
N&o queima,
Bronzeia muito

FONTE: Fitzpatrick, 1988 .
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APENDICE 3 — INDICE DE ATIVIDADE — SLEDAI

Pontuacgéo
8

N DN N DN SM B b 0O 000K ©©

PR RPN N

Manifestagcao
Convulséc

Psicose

Sindrome organico
cerebral

Distlrbios visuais

Comprometimento
pares cranianos

Cefléia lupica
AVC

Vasculire
Artrites
Miosite

Cilindraria

Hematuria

Proteinuria
Pitria
Rashrecente
Alopécia

Ulcera de mucose
Pleurite

Pericardite
Complemento
baixo
Anti DNA
Febre

Trombocitopenia
Leucopenia

Defini¢céo
Inicio recorrente. Exclusdo causas metabolicas, infecciosas, drogas

Alteracao d atividade normal por distirbio severo na percepgéo da realidade:
alucinacgao, incoeréncia, perda da capacidade associativa, da organizacéo do
pensamento, pensamento ilégico, bizarro, desorganizado, catatonia. Excluir causas
metabdlicas e drogas.

Alteragao na fungdo mental com dificuldade de orientagdo, memaria ou outras
funcdes intelectuais, com inicio rapido e caracteristicas flutuantes. Inclui alteragéo
da consciéncia com reducgdo da capacidade de manter aten¢éo ao ambiente, e mais
duas das seguintes alteracdes: disturbio da percepcao, fala incoerente, insdnia ou
sonoléncia durante o dia, ou aumento ou diminuicdo da atividade psicomotora.
Excluir causas metabdlicas, infecciosas ou drogas.

Alteracao da retina. Incluindo corpos citdides, hemorragia retiniana, exsudato seroso
ou hemorragico no plexo coréide, ou neurite 6tica. Excluir infeccéo, hipertensao e
drogas.

Neuropatia sensorial ou motora envolvendo pares cranianos, de inicio ou reinicio
recente

Cefaléia severa e persistente, tipo enxaqueca, mas ndo responsiva aos analgésicos
AVC recente. Excluir aterosclerose

Ulceragdes, gangrenas, infartes periungueais, nédulos digitais dolorosos, areas
hemorragicas ou bidpsia ou angiograma demonstrando vasculites

Artrite em mais de duas articulages

Dor ou fraqueza muscular proximal cam aumento de creatiafosfoquinase/aldolase
ou eletromiografia alterada ou biépsia com miosite

Cilindros hematicos ou granulosos.

>5 hemacias por campo. Excluir litiase, infecgdo, ou outra causa.

>0,50/24 horas. Aumento recente ou inicial.

>5 leucdcitos por campo. Excluir infecgao.

Inicio ou recorréncia do rash.

Inicio ou recorréncia de alopécia localizada ou generalizada.

Inicio ou recorréncia de Ulcera nasal ou oral.

Dor pleuritica com atrito ou efuséo, ou espessamento pleural.

Dor pericardica com pelo menos atrito ou efuséo ou confirmagao por
eletrocardiograma ou ecocardiograma

Diminuicéo de CHso, C3 ou C4

>25% por método de Farr, ou acima do normal para testes laboratoriais
> 38°C. Excluir infec¢éo.

<100.000 plaquetas/mma3.

<3.000 leucdcitos/mm3. Excluir drogas como causa.

A escala deste indice varia de 0 a 105.




