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RESUMO

Estudos recentes sobre etiopatogenia do lUpus eritematoso
sistémico (LES) permitiram construir a hipétese de que virus latentes como
parvovirus B19 (B19), Epstein Baar (EBV) e citomegalovirus possam ser
desencadeantes ou tenham um papel patogénico no desenvolvimento do LES.
Objetivos: Verificar a prevaléncia de infec¢cdo pelo B19, EBV e CMV em
pacientes lupicos, se coinfeccdo viral influencia no curso do LES e procurar
associacao da carga viral do B19, EBV e do CMV com manifestacdes clinicas,
epidemioldgicas e resposta terapéutica em pacientes com LES. Métodos:
Foram obtidas 50 amostras de sangue de pacientes com LES atendidos no
Ambulatério Araujo Lima do Hospital Universitario Getulio Vargas da cidade de
Manaus. Para os controles foram obtidas 50 amostras de sangue de individuos
saudaveis. O DNA foi extraido através de amostras utilizando o QIA Amp DNA
Blood Mini Kit, e amplificado utilizando a técnica de PCR em tempo real.
Resultados: Identificou-se positividade para B19 em 2% (N=1), EBV em 16%
(N=8) e CMV em 2% (N=1) dos pacientes lupicos e positividade para B19 em
4% (N=2) e EBV em 12% (N=6) dos individuos saudaveis. Concluséo: No
presente estudo nado foi demonstrada associacdo significativa entre as
infeccbes virais e 0 LES, atividade de doenca, perfil sorolégico e terapéutica

empregada.

Palavras-chave: Lupus eritematoso sistémico, coinfecgéo viral e PCR.



INTRODUCAO

A tuberculose (TB) reveste-se, na atualidade, de grande importancia
sanitaria, devido a sua alta prevaléncia, letalidade, resisténcia antimicrobiana e
acometimento de grupos populacionais especiais (GONCALVES & PENNA,
2007).

Esta afeccdo tem elevada incidéncia no Brasil, constituindo-se em carga
social e econbmica para saude por danos individuais e coletivos. Séao
notificados de 80.000 a 90.000 casos por ano, no Brasil, desde 1980,
correspondendo a taxa de incidéncia média de 45,2 casos por 100.000
habitantes em 2003 (GONCALVES & PENNA, 2007).

No combate a doenca é importante que se conhecam fatores de risco
envolvidos na transmissao do patdégeno e na susceptibilidade do hospedeiro. A
reacdo imune engendrada contra a micobactéria € componente essencial no
equilibrio entre resisténcia e susceptibilidade (ELSTON & THAKER, 2008).

Apesar das evidéncias de imunomodulacdo, a coinfeccdo por virus é
pouco estudada na tuberculose humana, sobretudo com ferramentas atuais
como a PCR em tempo real que permite verificar, além da presenca do
genoma, a carga viral e correlaciona-la com dados clinicos e epidemiolégicos.
Caso se confirme a influéncia da coinfec¢éo viral no aparecimento e no curso
da tuberculose, ter-se-a novos elementos para a compreenséo da patogenia da
doenca, para a formulacédo de estratégias de controle e para a diminuicdo de
seu impacto social (ELSTON & THAKER, 2008).

Ja o Lupus Eritematoso Sistémico (LES) € uma doenca inflamatoria

sistémica, considerada como o protdtipo de doenca autoimune. E definida por



suas caracteristicas clinicas e pela presenca quase invariavel, no sangue, de

anticorpos direcionados contra componentes celulares (MILLS, 1994).

A caracteristica basica da doenca é o0 desenvolvimento da
autoimunidade, que tem sido atribuida a perda da “auto-tolerancia”, devido a
uma inadequada reatividade linfocitaria, que conduz a producédo de anticorpos
especificos. Sua etiologia € variada, estando incluidas alteracdes imunologicas
acarretando a producdo de auto-anticorpos, acéo de fatores genéticos, fatores
ambientais (virus, radiacdo ultravioleta, drogas), fisiologicos (hormdnios) e o
estresse (WEENING et al., 2004; DAVIDSON & ARANOW, 2006).

Atualmente, tem-se discutido o papel das infec¢gbes virais como fator
desencadeante de doencas autoimunes. Estudos relatam que o parvovirus
B19, o virus Epstein Barr (EBV) e o citomegalovirus (CMV) podem servir de
gatilho ou serem agravantes das alteragbes autoimunes. (KALDEN & GAY,
1994; COOKE et al., 1998; NILLER et al., 2008; VERDOLINI et al., 2002).



JUSTIFICATIVA

Os virus desempenham um papel importante nas doencas autoimunes,
sendo os virus EBV, CMV e B19 frequentemente citados como
desencadeantes ou agravantes das alteracdes autoimunes (KALDEN & GAY,
1994; COOKE et al., 1998; NILLER et al., 2008; VERDOLINI et al., 2002).

O virus EBV pertence a familia Herpesviridae e € 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
replicacdo, no qual pode emergir em quantidade suficiente para causar

estimulacao do sistema imune (McCLAIN et al., 2003).

O antigeno nuclear 1 do EBV (EBNA-1) é a mais importante proteina
viral expressa no interior dos linfécitos B durante o periodo de laténcia e € o
alvo mais comum da resposta imune humoral. Anticorpos dirigidos contra esta
proteina podem reagir de forma cruzada com proteinas humanas e parecem
desempenhar um importante papel nas doencas autoimunes, podendo estar
relacionados a tuberculose e ao LES (KATZ et al. ,2001; ORIGGI et al., 1988;
JAMES et al., 2001; PAPAGEORGIOU et al.; 1973, SAHA & SEHGAL &
SHARMA, 1982; YEWDELL & HILL, 2002; NILLER & WOLF & MINAROVITS,
2008).

O CMV provoca amplo espectro de distirbios em criangas maiores e
adultos, variando desde infeccdo subclinica e assintomatica, ou sindrome de
mononucleose em individuos sadios, até doenca disseminada em pacientes
imunocomprometidos. Em modelos experimentais com roedores, a infec¢céo por
citomegalovirus é capaz de induzir diversas anormalidades autoimunes que

lembram aquelas encontradas no LES. Em adicdo, um papel potencial do CMV



no desenvolvimento e/ou progressdo do LES tem sido sugerido
(CHAKRAVARTI et al., 2009; CROUGH et al., 2009; SEKIGAWA et al., 2002).

O B19 pertence a familia Parvoviridae sendo endémico em quase todas
as regibes do mundo. Infecta exclusivamente 0s seres humanos e sua
transmissdo ocorre principalmente por via respiratoria seguida pelo
aparecimento de erupcdo e artralgia, que parecem resultar do depdsito de
imunocomplexos. A deteccao de titulos altos para B19 no sangue é comum. A
transmissdo pode ocorrer por transfusdo, mas comumente com
hemocomponentes obtidos de varios doadores. Ha evidéncias crescentes que
o eritrovirus B19 esta envolvido na patogénese de doencas reumatica crénicas
como o LES especialmente nas criangas (LUNARDI et al., 2008; ASLANIDIS et
al., 2008; SEVE et al, 2005; SEVERIN et al., 2003).

N&o existem pesquisas no Brasil que associem coinfecgbes virais
latentes com tuberculose e com doencas autoimunes como o LES. A
confirmacdo do papel imunomodulador/imunodepressor de coinfec¢do por
viroses latentes permitira ampliar a compreensao da patogenia da doenca e
formulacdo de estratégias mais adequadas de controle, sendo de grande

interesse para a comunidade médica e cientifica.

O projeto em questéo esta inserido em um projeto de pesquisa maior, ja
aprovado para financiamento pela FAPEAM no edital PPSUS-2009.



OBJETIVOS

Objetivo Geral

Verificar se coinfecgéo viral influencia o aparecimento da tuberculose

humana, em sua forma pulmonar e extrapulmonar, e o curso do LES.
Objetivos Especificos

a) Verificar a carga viral do EBV em pacientes com tuberculose,

comparando-a a de contactantes de TB sadios.

b) Verificar a carga viral dos virus CMV e B19 em pacientes com

tuberculose, comparando-as as de contactantes de TB sadios.

c) Verificar a carga viral dos virus EBV, CMV e B19 em pacientes com

LES, comparando-as as de controles sadios.

d) Procurar associacao da carga viral do EBV, do CMV e do B19 com
manifestacbes clinicas, epidemioldgicas e resposta terapéutica em pacientes
com tuberculose e com LES.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

O LES é uma doenca inflamatéria sistémica, prototipo da doenca
autoimune, caracterizada por uma explosdo de autoanticorpos séricos que
causam lesdo tecidual. E uma doenca complexa com manifestacées clinicas de
intensidade e gravidade variaveis (MILLS, 1994; ARDOIN & PISETSKY, 2008;
RIBEIRO et al., 2010).

A prevaléncia de LES na populacdo € de 20 a 150 casos por 100.000
habitantes. E a incidéncia estimada é de 1 a 25 por 100.000 habitantes na
América do Sul. A doenca é mais comum em mulheres e sessenta e cinco por
cento dos pacientes com LES tém o inicio da doenca entre 16 e 55 anos
(SCHUR & HAHN, 2012).

Basicamente, parece haver defeito no clearance de células apoptéticas,
permitindo estimulacdo do sistema imunoloégico por apresentacdo de
autoantigenos, perda de tolerancia imunoldgica, ativacao policlonal de linfécitos
B, producao de autoanticorpos, diminuicdo do clearance de imunocomplexos e

falha nos mecanismos supressores e de regulacdo imunolégica (SATO, 2008).

A etiologia do LES é desconhecida e, provavelmente, multifatorial.
Envolve predisposi¢cao genética, fatores hormonais, imunolégicos e ambientais.
Dentre os provaveis fatores etioldégicos ou etiopatogénicos, a infeccao viral tem
sido muito citada em trabalhos. (SCHUR & HAHN, 2012; KALDEN & GAY,
1994).

Segundo JAMES & ROBERTSON pacientes com LES tém titulos
mais elevados de anticorpos para o virus EBV e cargas virais de EBV
circulantes estdo aumentadas. As proteinas constituintes do virus se

assemelham a autoantigenos e podem, em individuos geneticamente
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predispostos, desenvolver resposta imune por mimetismo molecular (ARDOIN
& PISETSKY, 2008).

Segundo MOON et al. o EBV € suspeito de ter um papel na
predisposi¢cao ao LES por varios motivos. Em primeiro lugar, o EBV promove a
proliferacdo de células B apo0s a infeccdo, e assim constitui uma expressao
antigénica prolongada. Esta expressao prolongada ao antigeno do EBV pode
desencadear LES em individuos geneticamente predispostos. Em segundo
lugar, as células B infectadas pelo EBV podem tornar-se uma fonte continua de
autoanticorpos. Em terceiro lugar, existem sequéncias homélogas entre
autoantigenos do LES e algumas proteinas do EBV, tais como EBNA-1 e
EBNA-2. Os anticorpos produzidos por estes antigenos virais podem reagir de
forma cruzada com autoantigenos e servir de gatilho para o LES.

O B19 foi recentemente associado com algumas doencas reuméticas,
mais especificamente com o LES. Embora n&o esteja claro seu envolvimento,
se € um gatilho ou se simplesmente tem similaridade com o LES (SEVERIN et
al., 2003)

As semelhancas entre o LES e a infeccdo pelo B19 sédo tdo marcantes
que muitos pacientes sao diagnosticados inicialmente com LES. Além disso os
pacientes podem preencher os critérios definidos pelo ACR (SEVERIN et al.,
2003).

Tovari et al. relataram um caso em que o parvovirus pode ter agido
como um gatilho ou ter agravado um processo subjacente de autoimunidade.
(TOVARI et al., 2002).

Bengtsson et al. avaliaram a prevaléncia de infeccdo por parvovirus
tanto em pessoas lapicas quanto em pessoas saudaveis e descobriram que a

infecc@o era mais comum entre os controles.

Em modelos experimentais com roedores, a infeccdo por CMV é capaz
de induzir diversas anormalidades autoimunes que lembram as encontradas no
LES. Em adicdo, um papel potencial do CMV no desenvolvimento e/ou
progressao do LES tem sido sugerido (SEKIGAWA et.al., 2002)

11



A TB é uma afeccdo de elevada incidéncia. A incidéncia global de TB
atingiu o pico por volta de 2003 e parece estar diminuindo lentamente.
Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), em 2010, 8,8 milhdes de
pessoas adoeceram com tuberculose e 1,4 milhdo morreram. (HORSBURGH
et al., 2012).

Fatores genéticos e ambientais sdo fundamentais na modulacdo da
resposta imune e no desenlace clinico da doenca. Incluem-se o estado
nutricional, condi¢cbes sdécio-econdmicas, comorbidades, uso de medicacdes
imunossupressoras e a coinfeccdo por patégenos que tendem a diminuir a
resposta imune do hospedeiro (ELSTON & THAKER, 2008).
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METODOLOGIA

1. Local de Realizacdo das Varias Etapas;
O projeto esta registrado no Comité de Etica na Pesquisa da UFAM sob
0 numero CAAE 0077.0.115.000-10.

O recrutamento de pacientes e controles foi desenvolvido no servico de
Pneumologia e de Reumatologia do Ambulatério Aratjo Lima/Hospital
Universitario Getulio Vargas (HUGV) da Faculdade de Medicina da
Universidade Federal do Amazonas (UFAM) e na Policlinica Cardoso Fontes

da Secretaria Estadual de Salde do Amazonas.

As atividades laboratoriais (extracdo de DNA, amplificacdo de &cido
nucléico viral) foram realizadas na Fundacéo Oswaldo Cruz em Manaus, sob a

tutela do prof. Felipe Naveca.

2. Critérios para o recrutamento de pacientes com TB:
a. Critérios de inclusao:
Ter tuberculose pulmonar ou extrapulmonar, diagnosticada pela primeira
vez, com comprovacao bacteriologica, antes de iniciar o tratamento; ambos 0s
sexos, com idade entre 18 e 36 anos, mediante a assinatura do Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

b. Critérios de exclusao:

Soropositividade para o HIV; imunossupressdao farmacologica
(corticoides, citotoxicos, “biolégicos”); gestantes; transplantados; doengas
cronicas debilitantes (cancer avancado, uremia em dialise, cirrose hepatica,
etc); autoimunidade sistémica (lUpus eritematoso sistémico, dermatomiosite e

esclerodermia) com doenca ativa ou nao.
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3. Critérios para recrutamento de pacientes com LES:

a. Critérios de incluséo:

Pacientes diagnosticados LES conforme os critérios do American
College of Rheumatology (1982) de ambos 0s sexos e com idade entre 18 e 36
anos em acompanhamento no servico de reumatologia do Ambulatério Aradjo
Lima, mediante a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE).

b. Critérios de exclusao:

Soropositividade para o Virus da Imunodeficiéncia Humana Adquirida
(HIV), gestantes, transplantados, doencas crbénicas debilitantes (Cancer
avancado, uremia em dialise, cirrose hepatica e etc.), pacientes que se
recusaram a participar do estudo em qualquer momento do projeto e pacientes
cujo PCR néo foi realizado.

4. Controle dos pacientes com TB:
a. Critérios de inclusao:
Co-habitante ha mais de 6 meses em residéncia de paciente recém-
diagnosticado bacteriologicamente com tuberculose pulmonar; pareado por
sexo e idade com os casos de tuberculose (tolerancia de mais ou menos trés

anos para a idade).

b. Critérios de exclusao:

Soropositividade para HIV; ter tido tuberculose anteriormente; gestantes;
imunossupressao farmacoldgica (corticoides, citotdxicos, “biolégicos”); doengas
debilitantes (cancer avancado, uremia em dialise, cirrose hepatica, etc);
autoimunidade sistémica (lUpus eritematoso sistémico, dermatomiosite e

esclerodermia), com doenca ativa ou nao.

5. Critérios para recrutamento de individuos saudaveis como grupo

controle dos pacientes com LES:

14



a. Critérios de inclusao:

Pessoas pareadas por sexo e idade (+ 3 anos) com o0s casos de LES;
caracteristicas socio-econbmicas com 0s casos de tuberculose; que nao
fossem portadores de qualquer doenca aparente; por auto-relato; por avaliacao
clinica feita pelos pesquisadores; mediante a assinatura do Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

b. Critérios de exclusao:

Soropositividade para o HIV, gestantes, ter alguma doenca cronica
conhecida, mesmo em estadios iniciais, incluindo DPOC, asma, cancer,
diabetes melitus, cardiopatias, nefropatias (creatinina > 3,0mg%), hepatopatias,

neuropatias e autoimunidade sistémica.

6. NUumero de individuos a serem incluidos na pesquisa:

Foram recrutados, no periodo de 01 de agosto de 2011 a 31 de julho
de 2012, 50 pacientes com diagnostico de tuberculose, 50 pessoas
contactantes, 50 pacientes com LES e 50 controles saudaveis no Ambulatério

Araujo Lima e na Policlinica Cardoso Fontes.

7. Desenho do estudo:
Trata-se de um estudo observacional, transversal, prospectivo, caso-
controle para caracterizar a associacdo de coinfeccao viral com a ocorréncia de

doencas imunomediadas, como tuberculose e o Lupus Eritematoso Sistémico.

8. Etapas do estudo

Os participantes com diagnéstico de TB e de LES que atendiam aos
critérios de inclusdo e exclusdao foram convidados de forma sequencial,
assinaram o TCLE e foram submetidos a coleta de sangue para realizacdo do
PCR para medir a carga dos virus B19, EBV e CMV. Os pacientes com

tuberculose foram acompanhados para registro de resposta terapéutica. O
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mesmo processo foi realizado com os contactantes de pacientes com TB e com

os individuos saudaveis, o grupo controle.

Foram coletados 5 mL de sangue periférico em tubo contendo anti-
coagulante EDTA (4cido etileno diamino tetra-acético) dos pacientes e dos
individuos controles. As amostras foram encaminhadas ao Laboratério de

Virologia da Fiocruz onde foi realizada a extracédo de DNA.

Na extracdo de DNA foi utilizado o Kit DNeasy Blood & Tissue (QIAGEN),
de acordo com as instru¢des do fabricante. O procedimento de extracdo de DNA
foi realizada de forma automética com utilizacdo do robd de extracdo QIlAcube
(QIAGEN) com eluicéo final de 100 pL e armazenada a -80°C até o momento de

uso para a reacdo em cadeia da polimerase.

A PCR tempo real foi realizada para a deteccdo simultanea dos virus
Parvovirus B19, Epstein-Barr e Citomegalovirus, assim como, sendo também
utilizada para deteccédo de DNA enddgeno a 3-Actina. Em cada reagcéao de PCR
foi utilizado 10 pL Tagman® Fast Advanced Mastex Mix (Applied Biosystems)
com utilizacao das concentracbes de 300nm e 100nm para iniciadores e sonda,
respectivamente. A PCR tempo real foi realizada em StepOnePlus™ Sytem
(Applied Biosystems) com o respectivo programa: uma primeira etapa de
incubacédo a 50°C por dois minutos, uma desnaturacéo a 95°C por 20 segundo,

seguido de 40 ciclos de 95°C por um segundo e 60°C por 20 segundos.

9. Andlise estatistica:

Os dados foram coletados por meio de formularios padronizados e
armazenados em banco de dado especifico. Foi realizada a analise descritiva
dos dados por meio de média, mediana e desvio padrdo para as variaveis
numericas e atraves de medidas de frequéncia (absoluta e relativa) para as
variaveis categoricas. O processamento foi feito no pacote estatistico Epi-info.
O tratamento estatistico consistiu nos testes do qui-quadrado para variaveis
categoricas, teste t para variaveis continuas gaussianas ou Mann-Whitney para

situacdes ndo paramétricas.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo foram avaliados 200 individuos, sendo que destes 25%
(n=50) eram portadores de LES, 25% (n=50) eram individuos ndo portadores
desta afeccdo reumética, ou seja, do grupo controle, 25% (n=50) eram
individuos diagnosticados com tuberculose e 25% (n=50) eram contactantes de

individuos com tuberculose.

A idade dos individuos que apresentavam LES variou entre 21 e 36
anos, sendo a idade média de 28,24 +4,22 (média + desvio padrdo da média).
Em relacdo ao sexo, 96% (n=48) eram do sexo feminino, enquanto apenas 4%
(n=2) eram do sexo masculino. Neste estudo encontramos um predominio de
mulheres em idade feértil. Este dado estd de acordo com o encontrado na

literatura, onde a relacdo entre mulheres e homens € estimada em 9:1.

O tempo de doenca dos individuos com LES variou entre O e 16 anos,

sendo o tempo médio de 6,0+4,47 anos.

De uma forma geral, em relacdo a atividade da doenca entre 0s
individuos que apresentavam LES (n=50), 22% (n=11) apresentavam atividade
cutaneo-articular, 6% (n=3) apresentavam atividade hematoldgica, 2% (n=1)

apresentavam atividade neurolégica e 14% (n=7) apresentavam atividade

renal.
ATIVIDADE DO LES FREQUENCIA
RELATIVA ABSOLUTA
CUTANEO-ARTICULAR 22% 11
HEMATOLOGICA 6% 3
NEUROLOGICA 2% 1
RENAL 14% 7

Tabela 1: Frequéncia relativa e absoluta da atividade do LES.
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Em relacdo aos envolvimentos especificos, 6% (n=3) apresentavam doenca
renal grave, 6% (n=3) AHAI, 2% (n=1) SJOGREN, 2% (n=1) Overlap ESP e 4%
(n=2) Overlap DM no momento da entrevista.

ENVOLVIMENTOS FREQUENCIA
ESPECIFICOS RELATIVA ABSOLUTA
DOENCA RENAL GRAVE 6% 3
AHAI 6% 3
SJOGREN 2% 1
OVERLAP ESP 2% 1
OVERLAP DM 4% 2

Tabela 2:Frequéncia relativa e absoluta de envolvimentos especificos no LES.

A maior parte dos individuos com LES (72%) apresentavam SLEDAI de 0 a

SLEDAI FREQUENCIA
0A5 72% (N=36)
6A11 18% (N=9)

12 A 16 10% (N=5)

Tabela 3: Frequéncia relativa e absoluta de faixa de SLEDAI.

Quanto a sorologia, 94% (n=47) apresentavam FAN, 24% (n=12)
apresentavam FAN com padrédo nuclear homogéneo, 20% (n=10)
apresentavam anti-DNA, 18% (n=9) anti-DNA negativo e 62% (n=31) néo

realizaram o teste.

Em relacdo ao tratamento 94% (n=47) estavam em uso de prednisona,
74% (n=37) de Cloroquina/Hidroxicloroquina, 14% (n=7) de MFM, 14% (n=7)
de AZA, 24% (n=12) de MTX e 10% (n=5) em uso de anticoagulante.
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Gréfico 1: Frequéncia relativa e absoluta da terapia utilizada nos pacientes com LES.

Primeiramente foi verificada a presenca qualitativa dos genomas virais
no sangue. Entre os individuos portadores de LES (n=50), 2% (n=1)

apresentavam B19 positivo, 16% (n=8) EBV positivo e 2% (n=1) CMV positivo.

Ja entre os individuos do grupo controle, 4% (n=2) apresentavam B19
positivo, 12% (n=6) EBV positivo e 100% (n=50) CMV negativo.

LES Grupo Controle
Virus B19 EBV CMV B19 EBV CMV
n 1 8 1 2 6 0

Tabela 4: Frequéncia absoluta de infeccdo viral em pacientes com LES e individuos

saudaveis.

N&o houve relagéo significativa entre LES e B19 (teste exato de Fischer,
P=1), LES e EBYV (teste de qui-quadrado, P=0,5644) e LES e CMV (teste exato
de Fischer, P=1).

Na tabela 5 encontramos a frequéncia de individuos com infec¢éo viral e

a carga viral média.
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INFECCAO VIRAL

CARGA VIRAL MEDIA (CVM) LES CONTROLE
B19 POSITIVO 2% (N=1) 4% (N=2)
CVM 1 1

EBV POSITIVO 16% (N=8) 12% (N=6)
CVM 1,37+0,33 1,52+1,27
CMV POSITIVO 2% (N=1) -
CVM 1

Tabela 5: Frequéncia relativa e absoluta de infeccdo viral em pacientes com LES e

individuos saudaveis e carga viral média em Ul/ml.

Os dados referentes a atividade da doenca estdo representados na

tabela 6.

ATIVIDADE DO VIRUS
LES B19 POSITIVO | EBV POSITIVO | CMV POSITIVO
CUTANEO- 9,1% (N=1) 9,1% (N=1) 9,1% (N=1)
ARTICULAR

HEMATOLOGICA

NEUROLOGICA

100% (N=1)

RENAL

Tabela 6: Frequéncias relativa e absoluta de individuos com LES, de acordo com a

atividade de doenca e sua relagdo com a infeccao viral. Ndo houve relacéo significativa entre a

infeccdo viral e a atividade de doenca.

Os dados da sorologia estéo representados na seguinte tabela 7.
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SOROLOGIA

VIRUS

B19 POSITIVO

EBV POSITIVO

CMV POSITIVO

Anti-DNA

Anti-SM

Anti-Ro

Anti-La

Anti-RNP

Anti-cardiolipina

16,6% (N=1)

Tabela 7: Frequéncias relativa e absoluta de individuos com LES, de acordo com

autoanticorpos observados, e sua relagdo com a infeccéo viral. Ndo houve relacdo entre os

autoanticorpos e a presenca de infeccao viral.

Em relagdo ao tratamento, os dados estéo apresentados na tabela 8.

TERAPEUTICA VIRUS
B19 POSITIVO | EBV POSITIVO CMV POSITIVO

Prednisona 1 6 1
Cloroquina 1 6 1
/Hidroxicloroquina

MFM - - -
AZA - 1 -
MTX - 1 -
CYF - - -
Talidomida - - -
Rituximab - - -

Tabela 8: Frequéncias relativa e absoluta de individuos com LES, de acordo com a

terapia utilizada e sua relacdo com a infecc¢do viral. Nao houve relacdo significativa entre a

infeccdo viral e a terapia utilizada.

De uma forma geral a frequéncia de individuos positivos para 0s virus

estudados em cada populacdo podem ser observadas no grafico 2.
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Gréfico 2: Frequéncia relativa e absoluta de infecgdo viral para cada virus em pacientes com

LES e individuos saudaveis.

A idade dos individuos com tuberculose variou entre 18 e 36 anos,

sendo a idade média de 26,46 + 5,13 (média + desvio padrdo da média). Em

relacdo ao sexo, 56% (n=28) eram do sexo feminino, enquanto 44% (n=22)

eram do sexo masculino. Em relacdo a procedéncia 98% (N=49) eram da

cidade de Manaus e 2% (N=1) eram do interior.

Os dados referentes ao diagndstico como Raio-X, baciloscopia, cultura e

histopatolégico podem ser observados na seguinte tabela:

DIAGNOSTICO FREQUENCIA
RELATIVA ABSOLUTA

RAIO-X

Nao realizado 6% 3

Suspeito 94% 47
BACILO (ESCARRO)

1 e 2 negativos 2% 1

1 e 2 positivos 68% 4

1 positivo 22% 11

1 negativo/2 positivo 4% 2

1 positivo/2 negativo 2% 1

Nao realizado 2% 1
CULTURA

Nao realizada 98% 49

Positiva 2% 1
HISTOPATOLOGICO

BAAR positivo 6% 3

Em andamento 2% 1

BAAR negativo 2% 1

N&ao realizado 9% 45

Tabela 9: Frequéncia absoluta e relativa de variaveis de diagndstico.
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Os dados referentes a terapéutica utilizada podem sem observados na

seguinte tabela:

TERAPEUTICA FREQUENCIA

RELATIVA ABSOLUTA
COXIP 38% 19
Levofloxacina 2% 1
Pirazinamida 2% 1
RIPE 56% 28
RIPE+EE 2% 1

Tabela 10: Frequéncia absoluta e relativa de dados de terapéutica.

Os resultados da PCR dos pacientes com tuberculose e do grupo

controle ainda estdo em andamento.

N&o encontrou-se neste trabalho uma associacdo estatisticamente
significativa entre o LES e os virus testados. Visto que somente 2% (N=1) dos
individuos lupicos foram positivos para B19, 16% (N=8) positivos para EBV e

apenas 2% (N=1) foram positivos para CMV.

Dentre as possiveis explicacbes para estes baixos niveis de infeccao
viral, a existéncia de erros sisteméaticos foi descartada. Pois observamos que
0s niveis de B-actina, proteina utilizada como controle da reacdo em cadeia da

polimerase, sempre foram altos.

Os virus também podem néo ter sido detectados pelo PCR por estarem
latentes, em fase inicial de replicagdo. Outro fator que também pode ter
contribuido com os resultados foi a presenca de viés de amostragem, uma vez

que os pacientes lupicos estavam com a doenca em estabilidade.

Os pacientes também podem nao terem sido infectados pelos virus e
testes posteriores sao necessarios como a sorologia IgG que sera realizada

posteriormente.

Dessa forma, o B19, o VEB e o CMV podem nao ser um fator
desencadeante para o desenvolvimento do LES. Apesar de inumeros trabalhos

associarem estes virus a doencgas reumaticas.
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SEVERIN et al. relataram casos de pacientes que inicialmente foram
diagnosticados com LES, tendo cumprido 3-5 critérios de classificagdo do
Colégio Americano de Reumatologia, atualmente utilizado para diagndstico de
LES, apenas para descobrirem mais tarde que estavam infectados pelo B19.
Levantando a suspeita de que a parvovirose possa agir como um gatilho ou

simplesmente imitar o LES.

Por outro lado BENGTSSON et al. avaliaram a prevaléncia de infeccao
por B19 tanto na populagdo com LES quanto na populagdo geral, e
descobriram que a infeccdo pelo B19 era mais comum entre os controles
saudaveis. O mesmo aconteceu neste trabalho. Em que 4% (N=2) dos
controles saudaveis foram positivos para B19 e apenas 2% (N=1) dos

pacientes lupicos foram positivos para 0 mesmo virus.

Entre os pacientes lUpicos que eram positivos para B19, ndo houve
evidéncia estatistica para afirmar a influéncia da infeccdo viral na atividade da

doenca e terapia utilizada.

PARKS et al. examinaram a soroprevaléncia de EBV em um estudo
populacional de pacientes com LES do sudeste dos Estados Unidos. Estes
estudos sugeriram uma forte associacgdo entre o LES e a presencga de IgA-EBV,
marcador de reinfeccdo ou reativacdo, em afro-americanos. Além de
apresentarem altos niveis de IgG-EBV em compara¢do com 0 grupo controle.

O que pode refletir na exposicédo dos pacientes lUpicos ao EBV no passado.

ORIGGI et al. também reforcaram a suspeita de tal associacdo pelo

achado de altos titulos de anticorpos anti-EBV em pacientes com LES.

Entretanto, no presente estudo ndo houve evidéncia estatistica para
afirmar a influéncia da infeccdo pelo EBV no desenvolvimento do LES, assim
como na atividade de doenca e na terapia utilizada.

NAWATA et al. relataram o caso de um paciente com LES que
apresentava titulos elevados de anticorpos IgM para CMV, sugerindo infeccéo
por CMV no inicio do LES e associacdo entre a infeccdo e surgimento da
doenca. Da mesma forma, RAMOS et al. também citam em seus trabalhos

casos de pacientes com infeccéo por CMV e LES e sugerem tal associacao.
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Segundo SEKIGAWA a infeccdo por citomegalovirus é conhecida por
induzir alteracdes autoimunes em ratos, que se assemelham as encontradas
no LES.

Trabalhos anteriores relataram niveis de IgM para CMV ligeiramente
mais comuns entre pacientes com LES do que em controles, porém sem
diferenca significativa (PARKS et al., 2005). Da mesma forma que no presente
estudo, em que 2% (N=1) dos pacientes lUpicos foram positivos para CMV e
nenhum controle saudavel foi positivo para o0 mesmo virus. Ndo havendo

evidéncia estatistica de associacao entre o CMV e o desenvolvimento do LES.

O presente estudo, portanto, ndo fornece novas evidéncias sobre a
relacdo entre o LES e os virus B19, EBV e CMV.
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CONCLUSAO

No presente estudo ndo foi demonstrado associagéo significativa entre
as infeccdes virais por B19, EBV e CMV e o LES, atividade de doenca, perfil

soroldgico e terapéutica empregada.

Os resultados podem ter sido consequéncia de viés de amostragem,
visto que os pacientes estavam com a doenca estabilizada, ou incapacidade do

exame de detectar baixos niveis de carga viral.

Porém ainda sao necessarios outros trabalhos a fim de determinar o real
potencial patogénico do B19, EBV e CMV dentro do sistema imune, sua
capacidade de induzir uma resposta autoimune alterada, modificar o curso

clinico ou desencadear o LES em individuos geneticamente predispostos.
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ANEXOS

1. CRONOGRAMA DE EXECUCAO

N° Descrigao Ago |Set | Out [ Nov | Dez |Jan |[Fev |Mar |Abr | Mai [Jun | Jul
2011 2012
1 Reviséo bibliografica X X [X [X X [X X X |IX [X [X
2 Recrutamento de pacientes dos grupos | X X X [ X X X
experimental e controle
3 Coleta de dados clinicos e socio- X X (X [xX X [|X
demogréficos
4 Treinamento em Reagdo da Polimerase |X X X X
em Cadeia (PCR)
5 Coleta de Material Bioldgico X X X X (X [X
6 Realizagcdo de Reacdo da Polimerase X [xX X |X X X [X
em Cadeia (PCR)
7 Andlise parcial dos resultados X X
8 Elaboracgao e entrega de Relatério X X
Parcial
9 Anadlise estatistica dos resultados X X [X
10 |Elaboragédo do Resumo e Relatério X X
Final
11 Preparacdo da Apresentacdo Final para X
o Congresso
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2. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Os pesquisadores Luiz Fernando de Souza Passos (orientador) e Isabela
Carvalho Aradjo (bolsista) pedem autorizacao para fazer coleta de sangue, avaliar seu
prontudrio, avaliar exames de sangue e de imagem que irdo ajudar na realizacédo das
atividades do Projeto de Pesquisa “Coinfeccao Viral como Elemento Imunomodulatério
na Tuberculose Pulmonar, Extrapulmonar e no Lupus Eritematoso Sistémico”. Se vocé
autorizar essa avaliacdo, utilizaremos seu prontuario e exames para colher dados
clinicos para a formacdo de um banco de dados. Ao autorizar a andlise do seu

prontudrio, vocé nao tera prejuizos e/ou desconfortos.

Mesmo apls a sua autorizagdo, terd o direito e a liberdade de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, independente do motivo e sem prejuizo
do atendimento fornecido pelo pesquisador. Vocé ndo terd nenhuma despesa e
também nenhuma remuneracao. Consequentemente a vantagem de sua participacdo
€ apenas de caréater cientifico ao auxiliar este estudo que proporcionara maiores
conhecimentos acerca da Coinfec¢cdo Viral como Elemento Imunomodulatério na

Tuberculose Pulmonar, Extrapulmonar e no Lupus Eritematoso Sistémico.

Os resultados da pesquisa serdo analisados e divulgados, porém sua
identidade sera mantida em sigilo para sempre. Se vocé quiser saber mais detalhes e
os resultados da pesquisa, faca contato com o pesquisador Luiz Fernando de Souza
Passos no ambulatério Aradjo Lima a quinta-feira pela tarde; ou com a pesquisadora
Isabela Carvalho Arastjo pelo telefone (92) 81797359 ou pelo e-mail:

isabela_carvalho_@hotmail.com

Eu, , fui

informado sobre o que o pesquisador quer fazer e porque precisa de minha

colaboracéo, e entendi a explicacdo. Por isso, eu concordo em participar do projeto,
sabendo que ndo vou ganhar nada e que posso sair quando quiser. Estou recebendo

uma copia deste documento, assinada, que vou guardar.

ou

Assinatura do participante

Dr. Luiz Fernando de Souza Passos (CRM-AM) Impresséo  do  dedo
polegar. Caso ndo saiba

Data / / assinar
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3. PROTOCOLO DE DADOS/ PACIENTES LUPICOS

PROGRAMA INSTITUCIONAL DE INICIACED CIENTIFICA

Qcnpq

PROJETO CGINFEC(}JELG VIRAL, TB E LES

Pl s e
FROTOOOLD DE COLETA DE DADOS, PACIENTES LUPKZOS
UFAM Data: ___ S
IDENTIFICACRAD:  Mome:
Semo:__ DatadeMasc,; _ f F  Local nascimenta Raca:
Enderegac Tel:
DADOS DO LOPUS:
&no do diagnastio:
Criterios ACR:
rash malar| | fotossensibilidade | | rash discoide| | ulcerade palata| | artrite | |
serasite | ] Rim { | Mewrz | | Hemata| | FAN| | Imuna| |
Enwvolvimentos ﬂpﬂd‘ﬁc-:ﬂ: 1] 5im, stual 12] Zim, passada |3] Nunca tewe
Rim grawe:| | MNewra grawe:| | AHaAL| ] P ] S4F: ]
Sjggren associadac| | Owerlap: ESP | |} AR | | DM | | SindMista | |
Atridade=:  SLEDAL|O- 105): Hipocomplementenemia atual: {37 {N)." | NP].
Snti DNA atual: SN {NP) Atheidad= cutﬁnea-;rﬁ:l.i.:rn:il.-'-:ﬂl
Atividade renal |5 {N) Atividade neurclagica |5)F {N] Atividade hematolagia (AHAL PTI): {5)4N]
Dradas imunolagicos: Padrao do FAN: Tituls dio FAN:
11} 5im, atual. 2] 5im, passada. 13] Negativa. 14] M3z testada.
Anti- DNAY{ ] Anti-Smy| | Anti-Ra| | Anti-la| |
Anti-RNP | ] Anti-cardiclipina| | Anti-HIM Y ] Anti-HCW | ]
&nti- HEVY| | &nti-CWVY| ] IgG ou IEM AntHtowoplasma| | Anti- rubsala| |
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Dados da Terapia:

Atual Pred:  Zerof | <109 | 10-394 | A ou=| |

11]5im, atual. 12] 5im, passada. 13} Munca.

1 10k hidmOg 1 1 MFM 1 ] aZ4 1 PETX i JCYF { ] Talidomida
| | Rituximab { | A&nticonwvulsivante | | anticagulant=

Dwtros Dados:

Diabetes: {57 |N]
Hipertensaax  |5)F {N]
Do=nca da tireoide: |57 {N]

Fibromialgia: {3 {N]

TE: {. | &tual, 2m tratamenta | | Passadz { }HNunca
Zaoster: [ | J2 tmem [ | N32 sab= [ | Mz temes
Furrante=: { ] 5im, atual 1 ] 5im, passada { }Munca
RESULTADDS VIRALS:
1} CMI-:
2] EB:
3 Big:
4] HTLY 1,2
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