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RESUMO



Poliarterite nodosa (PAN) é uma vasculite sistémica necrosante de pequenas e meédias
artérias e a poliangiite microscopica de pequenos vasos (arteriolas, vénulas e capilares)
caracterizada por glomerulonefrite necrosante pauci-imune rapidamente progressiva e
envolvimento pulmonar que estdo ausente na PAN. Uma possivel relagio etiologica entre
as vasculites sistémicas e infec¢fio viral tem sido considerada. O virus da hepatite B esta
comprovadamente associado & etiopatogénese em alguns casos de PAN e outros agentes
virais s3o também apontados como provaveis desencadeadores de PAN; tais como os virus
HIV, HTLV]1, citomegalovirus e parvovirus B19 (B19). Na PAN existem relatos de casos
comprovando a presenga concomitante de atividade da doenca e testes soroldgicos
IgM positivos para o B19 e pela presenga do DNA do B19 no soro, medula dssea e misculo
em um paciente, pesquisado por reagio em cadeia de polimerase (PCR). Nio ha
investigacio referente a pesquisa de DNA do parvovirus B19 em amostras teciduais de
PAN e poliangiite microscopica. A pesquisa desta associa¢io se torna importante na
abordagem terapéutica destas doengas pela necessidade de corticosterdides e

imunossupressores podendo agravar as manifestages de uma parvovirose associada.,

Nosso objetivo foi pesquisar a presenga do DNA viral do B19 em tecidos fixados em
parafina ¢ com evidéncia histopatologica de vasculite em pacientes com PAN e poliangiite
microscopica e se ha relagdo com as manifestacdes clinicas, indices de atividade (BVAS) e

gravidade (FFS) da doenga.

Foram investigados todos os pacientes com diagnéstico histopatolégico de PAN ou
poliangiite microscopica, com blocos de parafina disponiveis no Departamento de
Anatomia Patolégica e acompanhados no Ambulatério de Vasculites do Hospital das
Clinicas/Disciplina de Reumatologia da FCM/Unicamp no periodo de 1985 a 2003,
A investigagdo foi feita pela pesquisa da presenca de segiiéncia de 4cidos nucléicos do
B19 por PCR.

Foram encontrados 21 pacientes com amostras teciduais e blocos de parafina disponiveis
para estudo. Destas 21 amostras, 17 apresentaram DNA de boa qualidade para realizagio
do PCR para o B19. Dez com diagnostico de PAN (média da idade 29,3 + 15,1; M:F=1,5:1)
e sete de poliangifte microscopica (média da idade 41,9 = 18,5; M:F=1:1,3). A média do

BVAS, no inicio da doenga, foi de 15,7 = 7,7 com minimo de 5 e maximo de

Resumo
xiv



26 para PAN e de 20,7 + 7,1 com minimo de 13 e maximo de 31 para poliangiite
microscopica.

Na PAN, FFS=1 em 60% e FFS=0 em 40% dos casos, com média de 0,6 £ 0,5,
Na poliangiite microscopica FFS=2 em 14%, FFS=1 em 43% e FFS=0 também em

43% dos casos, com média de 0,7 + 0,8.

Nenhum dos tecidos avaliados apresentou positividade para o DNA do B19. Este resultado
sugere que o B19, provavelmente, nfo esta associado a etiopatogenia da PAN idiopatica e

da poliangiite microscépica.
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ABSTRACT



Polyarteritis nodosa (PAN) is a well-known form of sistemic necrotizing  vasculitis.
Individualized from PAN, microscopic polyangiitis (MPA) is a systemic vasculitis of
small-sized vessels (arterioles, venules or capillaries) characterized by the presence of
rapidly progressive glomerulonephritis and pulmonary involvement, absent in PAN.
Nowadays, a role of viral infections in primary systemic vasculitis has been considered.
The hepatitis B virus is associated with the ethiopathogenesis of some cases of PAN. HIV,
HTLVI, CMV and parvovirus B19 (B19) may also be found, eventually, in some patients
with PAN. Evidence of the B19 involvement in primary systemic vasculitis is based on
some anedoctal reports of cases of Wegener’s granulomatosis and PAN and studies with
giant-cell arteritis. Regarding in PAN, there are few reports showing an active disease and
positive serological tests for the B19. B19 DNA is the serum, marrow bone and muscle was
found in one patient with PAN. To our knowledgment, there is no research related to
B19 DNA in tissue samples of patients with PAN and MPA.

Our objective was to identify the presence of B19 DNA in fixed, paraffin-embedded tissue
samples obtained from patients with PAN and MPA.

We investigated the patients with histological diagnosis of PAN or MPA who were
attended at the university hospital from 1985 to 2003. All fixed, paraffin-embedded tissue
samples available, with evidence of vasculitis, were screened for B19 DNA using the

polymerase chain reaction (PCR) method.

Among all patients, we found 17 tissue samples available for the study. Ten had PAN
(mean age 29.3 £ 15.1 yrs.; McF sex ratio 1.5:1) and seven had microscopic polyangiitis
(mean age 41.9 £ 18.5 yrs.; M'F sex ratio 1:1,3). All of the patients investigated were
negative for parvovirus B19 DNA.

These results suggest that the parvovirus B19 is not involved in the pathogenesis of
idiopathic PAN and MPA.

Abstract
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1.1- Generalidades

As vasculites sistémicas primarias podem ser definidas como inflamagio dos
vasos sangiiineos, levando a varios graus de oclusio e isquemia tecidual. O conceito de
vasculite baseia-se fundamentalmente em aspectos histopatologicos e/ou arteriograficos.
As manifestacbes clinicas sfo variadas e dependentes da localizacdo dos fendmenos

isquémicos ou hemorragicos secundérios 4 lesio vascular (HUNDER ez al., 1990).

Também evidencia-se a presenga de vasculite como fenémeno secundario a
outras doengas do tecido conjuntivo como lupus eritematoso sistémico (LES), esclerose
sistémica (ES), artrite reumatoide (AR) e sindrome de Sjogren (LIE, 1994). Mixoma atrial,
sindrome de Sneddon, neoplasias, hipercolesterolemia, infecgfio pelo virus HIV, hepatites B
e C e endocardite bacteriana sio patologias onde também podemos obsevar sindrome
vasculitica como fendmeno secundario (LIE, 1994; LONGLEY ez al., 1986; CAL.ABRESE,
1989; TURAKHIA & KHAN, 1990, BLANCO er al, 1998; GARCIA-PORRUA &
GONZALES-GAY, 1999).

Inimeras tentativas de se agrupar as diversas sindromes de acordo com suas
manifestagdes clinicas, calibre do vaso acometido e tipo histologico foram feitas, mas a
classificagio atual ainda esta distante de ser a ideal uma vez que ndo agrupa todas estas
caracteristicas. Varias sfo as dificuldades encontradas para classificagdo das vasculites
sistémicas, como a auséncia de etiopatogenia bem definida, diferencas na apresentagio
clinica e no prognostico da doenga, a falta de um substrato laboratorial com especificidade
diagnostica e a resposta variada as medidas terapéuticas. Sendo assim, torna-se necesséria a
associagdo de um conjunto de caracteristicas clinicas, laboratoriais, achados angiograficos e
histopatologicos para uma classificagio mais segura dos varios tipos de vasculites

sistémicas.

As vasculites podem ser classificadas de acordo com o calibre da artéria
acometida (pequeno, médio ou grande), histopatologia da parede vascular, presenga de
lesdes granulomatosas extravasculares, caracteristicas clinicas e a disting3o entre doenca

primaria e secundéria (LHOTE et al., 1998; LIE, 1994). (Quadro 1).
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Em 1990, o Colégio Americano de Reumatologia (CAR) definiu critérios
classificatorios para os diferentes tipos de vasculites sistémicas primarias (BLOCH er al.,
1989), através de um estudo multicéntrico realizado com a finalidade de verificar a
sensibilidade e a especificidade dos achados clinicos, laboratoriais, angiograficos e
histopatolégicos das vasculites sistémicas primarias. Apesar desses critérios serem ainda
amplamente utilizados, o ndo reconhecimento da poliangiite microscopica como entidade
distinta da PAN classica tornou essa classificagio incompleta. Em 1994 foi elaborada a
nomenclatura de Chapel Hill para as vasculites sistémicas primarias, definindo-se cada uma
delas, de acordo com o calibre da artéria comprometida e dados histopatolégicos e
angiograficos (JENNETTE ef al., 1994). Os autores classificaram 10 formas distintas de
vasculites em trés grupos: vasculite de vasos de grande, médio e pequeno calibre. Os sinais
propostos para diferenciagio da PAN e poliangiite microscopica é a auséncia versus a
presenca de vasculite em arteriolas, vénulas ou capilares na PAN, o que permite que a
poliangiite microscopica também possa, eventualmente, comprometer vasos de médio
calibre. Esta nomenclatura tem o grande mérito de pela primeira vez reconhecer a
poliangiite microscopica como entidade clinica distinta da PAN. A poliangiite
microscopica passou entdo a ocupar um lugar de destaque (em incidéncia) nas vasculites
sistémicas e segundo JENNETTE ef al., 1994, tomando a PAN uma entidade mais rara do
que se supunha anteriormente. A diferenciagdo entre PAN e poliangiite microscopica nio
pode ser baseada apenas em critérios histologicos. Algumas manifestagdes clinicas,
especialmente o envolvimento pulmonar, presenga de glomerulonefrite e lesdes cutineas
purpiricas quando presentes sugerem o diagnostico de poliangiite microscopica.
Além desses elementos, a presenca de anticorpos dirigidos contra citoplasma de neutrofilos
(ANCA) se configura em um substrato laboratorial auxiliar no diagnéstico da poliangiite

microscopica.

Introdugéo
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Quadro 1- Classificacio das vasculites sistémicas

VASCULITES PRIMARIAS
- De grandes e médios vasos:
Arterite de Takayassu
Arterite de células gigantes/ arterite temporal
Angiite isolada do SNC
- Predominantemente de médies e pequenos vasos:
Poliarterite nodosa
Granulomatose de Wegener
Sindrome de Churg-Strauss
- Predominantemente de pequenos vasos:
Poliangiite microscopica
Sindrome de Henoch-Schonlein
Angiite leucocitoclastica cutinea
- Miscelanea:
Tromboangiite obliterante
Sindrome de Cogan
Doenga de Kawasaki
Doenca de Behget

VASCULITES SECUNDARIAS
Infeccdes
Doengas difusas do tecido conjuntivo (LES, AR, ES, SS)
Uso de drogas
Crioglobulinemia mista essencial
Neoplasias
Vasculite hipocomplementémica
Pos transplante de érgdos

Pseudovasculites (mixoma, sindrome de Sneddon, endocardite bacteriana)

SNC: sistema nervoso cemtral; LES: lopus eritematoso sistémico; AR: artritc rewmatoide; ES: esclerose
sistémica; SS: sindrome de Sjogren; LIE ef of. Arthritis Rheum, 37:181-6, 1994.
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1.2 - Etiopatogenia das vasculites

Os mecanismos imunopatogénicos que levam a injuria vascular nas vasculites
sistémicas ndo sdo completamente entendidos e sfo, provavelmente, heterogéneos (LHOTE
et al., 1998).

Estudos imunohistoquimicos realizados em artérias de nervos e musculos de
pacientes com PAN mostraram que o infiltrado inflamatério consiste predominantemente
de macrofagos e linfocitos T, principalmente CD4 (CID ef al, 1994). Predominio de
linfécitos T e macrofagos também foram evidenciados em um estudo de 11 casos de arterite
necrosante isolada de trato genital feminino (FRANCKE et af, 1998). Estes resultados
sugerem que o mecanismo imune mediado por células T exerce importante papel no
desenvolvimento e perpetuacio das lesdes na PAN. Acredita-se que a presenca de linfocitos
T CD8 exerce também importante fungio nas vasculites de pequenos vasos (SANDERS
etal, 2003).

Anticorpos ANCA parecem ser um possivel fator patogénico no
desenvolvimento de injiria endotelial em certos tipos de wvasculites sistémicas,
principalmente a granulomatose de Wegener e poliangiite microscopica (KALLENBERG
et al., 1992; RUSSEL & SPECKS, 2001; GROSS & CSERNOK, 1995, SCHULTZ &
TOZMAN, 1995). Estes anticorpos sio dirigidos contra enzimas originalmente localizadas
no citoplasma de neutrofilos. Os ANCA sio detectados por imunofluorescéncia indireta ou
enzimaimunoensaio com duas especificidades predominantes: perinuclear (P-ANCA) ¢
citoplasmatica (C-ANCA), dirigidas contra as enzimas mieloperoxidase (MPO) e
proteinase-3 (PR3), respectivamente. O ANCA pode interagir com os neutréfilos,
ativando-os, aumentando sua aderéncia a parede vascular e induzindo degranulacio destas
células, o que resultara em dano tecidual. O mecanismo exato pelo qual o ANCA se liga
aos neutrofilos ainda ndo esta totalmente esclarecido. Uma das hipoteses propostas € que a
presenca de infeccdo pode desencadear a resposta inflamatéria levando i ativacio de
neutrofilos € mondcitos mediada por citocinas, particularmente o TNFa, resultando em
aumento na expressao dos antigenos de superficie do ANCA (RUSSEL & SPECKS, 2001).

Acredita-se também que a produgio do ANCA pode ser o resultado da interacio entre
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células B e T, ativadas por superantigenos microbianos, uma vez que marcadores de
ativag@o das células T estdo frequentemente elevados na doenca ativa (DAY et al., 2003).
O estimulo de mondcitos e neutréfilos pelo ANCA resulta em degranulacdo destas células,
com liberagdo de proteases. O resultado é um dano direto 3 célula endotelial.
Os mecanismos envolvidos incluem citotoxicidade e apoptose, mas também a formagio de

imunocomplexos localizados com ativagio do complemento (SPECKS, 2002). (Figura 1)

MAYET et al. (1999) demonstraram que o ANCA promove elevagio dos niveis
séricos de interleucina 8 (IL-8) nas vasculites associadas a esse anticorpo. A IL-8 ¢
mediador atuante na resposta inflamatéria através de suas funcdes quimiotaxicas e de
ativacio de neutrofilos. As alteracdes histologicas observadas na fase inicial da PAN
sugerem a participacdo de neutrdfilos, sendo demonstrado também aumento sérico de IL-8
nas fases ativas da doenca (FREIRE ef al, 2004).

Uma outra populagio distinta de autoanticorpos sfo descritos como de elevada
freqiéncia entre as vasculites sistémicas, os anticorpos antiendoteliais. N&o sdo
considerados especificos de um determinado tipo de vasculite pois podem ser encontrados
em casos de vasculite primaria, vasculite associada a outros tipos de doengas autoimunes,
mas também sio observados em outras arteriopatias néo inflamaté6rias (HAYNES, 1992).
Os mecanismos propostos pelos quais estes anticorpos podem levar a lesdo vascular sdo os
da toxicidade, ativagio do complemento, aumento da trombogénese intravascular e o

recrutamento de neutrdfilos para os locais de inflamag&o vascular (HAYNES, 1992).
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ANCA: Anticorpo anti~citoplasma de neutrofilos; SPECKS U, Cleve Clin Y Med, 2002, adaptado.

Figura 1- Seqiéncia provavel dos efeitos proinflamatérios do ANCA nas vasculites

sistémicas
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O mecanismo provavelmente envolvido nas vasculites granulomatosas consiste
na liberacdo de substancias proinflamatorias por linfécitos previamente sensibilizados.
Ha estudos caracterizando o tipo de infiltrado celular nas lesBes vasculares. Existem casos
com infiltragdo predominante de macrofagos e linfocitos CD4+; em outros, ha também
células T CD8+ e células B (SUNDY & HAYNES, 1995). Recentemente, a participacio
das c€lulas dendriticas, localizadas na camada adventicia de artérias de grande e médio
calibres tem sido cogitada na reagdo inflamatéria de certos tipos de vasculites primarias tais
como arterite de células gigantes, Takayasu e PAN. Acredita-se, nestes casos, que as
celulas dendriticas so as principais desencadeadoras da resposta imune mediada por
células T. Embora muitas células funcionem como células apresentadoras de antigenos,
somente as células dendriticas maturas podem ativar células T inativas (WEYAND &
GORONZY, 2003; KRUPA, et al., 2002).

Algumas drogas também tém sido implicadas na patogénese de vasculites
sistémicas, como o desenvolvimento de vasculite apés uso de anfetaminas (FINK, 1991) e
alteragbes angiograficas em usuarios de cocaina. (FINK, 1991; SAMUELS, 1996}.
Ressalta-se que apenas um pequeno nimero de individuos expostos a esses agentes
desenvolvem vasculite, sugerindo que outros fatores como os ambientais ou mesmo do

hospedeiro, participam no desencadeamento da doenga (SUNDY & WAYNES,1995).

Uma grande contribuigio na investiga¢do de uma possivel participagio viral na
etiopatogenia das vasculites sistémicas primarias foi dado por COMBES (1971), BAKER
(1972) e TREPO (1974) através da demonstragio do antigeno de superficie do virus da
hepatite B (HbsAg) e do virus da hepatite C (HUNDER, 1993) em alguns casos de PAN.
Diferentes estratégias de tratamento estio indicadas nesses casos, dentre as quais o uso
concomitante de antivirais que levam a soroconversio (DEEREN et al, 2004). O tratamento
de escolha para os casos de PAN relacionada ao virus da hepatite B consiste no uso de

lamivudine e plasmaférese apos curto periodo de corticoesterdide (GUILLEVIN, 2004).

Acredita-se na participa¢do de outros virus como fator desencadeante de lesdes
vasculares em pacientes com PAN como o virus da imunodeficiéncia humana adquirida
(HIV) (CALABRESE, 1989) e evidéncia soroldgica de citomegalovirose em paciente com
PAN em atividade (FERNANDES et o/, 1999). Também evidenciou-se a presenca de
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parvovirose em pacientes com PAN em atividade. Alguns casos de PAN associados a
infeccdo pelo B19 tém sido descritos (FINKEL er al, 1994: GACHES er al ;1993).
Nestes casos a infecgdo pelo B19 foi confirmada pela presenca de anticorpos séricos IgM e
IgG contra o B19 por ELISA e também pela presenca de particulas do DNA viral (através
de PCR) no soro e na medula 6ssea de dois pacientes (FINKEL ef al, 1994). Em relacdo as
vasculites associadas a0 ANCA, EDEN A ef a/ (2003) nio encontraram associacio entre
B19 e vasculite em seis pacientes com granulomatose de Wegener, seis com poliangiite
microscopica € em um com sindrome de Churg-Strauss, todos investigados
sorologicamente para presenca do DNA do B19 por reacdo em cadeia de polimerase (PCR)
(EDEN et al., 2003). Ressaltamos que os estudos virais englobam sorologia e a pesquisa do
DNA do B19 na medula 6ssea e no soro dos pacientes. No h investigac3o de particulas
do B19 nos tecidos com alteragbes histoldgicas de vasculite em pacientes com PAN e

poliangiite microscopica.

1.3- Poliarterite nodosa e poliangiite microscopica

A PAN ¢€ caracterizada como uma vasculite sistémica necrosante de artérias de
médio calibre, primeiro descrita por Kussmaul & Maier (1986) “apud” LHOTE (1998), que
pode afetar varios orgdos e sistemas (LHOTE ef al, 1998). Individualizada da PAN, a
poliangiite microscopica é uma vasculite de pequenos vasos com manifestacdes clinicas
muito semelhantes as da PAN, as vezes sendo impossivel a diferenciaco de ambas.
A poliangiite microscopica distingue-se da PAN pela presenca {versus auséncia) de
vasculite em arteriolas, vénulas e capilares. E também caracterizada pela presenga de
glomerulonefrite necrosante pauci-imune, seja rapidamente progressiva ou de
comprometimento segmentar, envolvimento pulmonar, especialmente capilarite pulmonar,
€ conseqiiente hemorragia alveolar, e lesdes purptricas. Todos esses elementos estio
ausentes na PAN (LHOTE ez a/., 1998; GUILLEVIN ef i, 1999b). Entretanto, sabe-se que
a poliangiite microscopica apresenta manifestacGes extra-renais e também ha casos sem

lesdo renal aparente. (Quadro 2)
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O inicio da doenca geralmente ¢ insidioso e sintomas constitucionais estio
presentes na maioria dos pacientes, como febre, astenia, emagrecimento, mialgia e/ou
fraqueza muscular (LHOTE ef al., 1998). Esses elementos traduzem a natureza inflamatoria
e sistémica da doenga. As manifestacdes articulares sfo comuns, principalmente artralgia e
artrite, e esta quando presente, é transitoria, nio erosiva e nio deformante {(JENNETE et al ,
2001; GUILLEVIN et ai., 1985).
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Quadro 2- Nomenclatura de Chapel Hill para as vasculites sistémicas

Vasculite de vasos de grande calibre (arterite granulomatosa)

+ Arterite de células -afeta ramos extracranianos da aréria cardtida; afeta a artéria temporal;
gigantes pacientes com mais de 50 anos; polimialgia reumatica é freqiiente.
+ Arterite de Takayasu -afeta aorta e ramos; em pacientes com menos de 50 anos de idade.
Vasculite de vasos de médio calibre
+ Peoliarterite nodosa -mflamaciio necrosante de artérias de pequeno e médio calibres; auséncia de
GN e de vasculite em arteriolas, vénulas ou capilares.
+Doenca de Kawasaki -arterite  envolvendo artérias de grande, médio ¢ pequeno calibre;

adenomegalia ¢ lesdes mucocutdneas; artérias coronarias envolvidas;

geralmente em criangas.

+ Granulomatose de

Wegener
+Sindrome de Churg-

Strauss

+Poliangiite microscopica

+Pirpura de Henoch-
Schénlein

+Vasculite por

+ Angifte leucocitoclastica

cutinea

criogiobulinemia essencial

Vascalite de vasos de pequeno calibre

-inflamacfio granulomatosa; envolve trato respiratério; vasculite necrosante

afetando pequenos e médios vasos; GN necrosante € comum.

-inflamacdo granulomatosa; rica em eosinofilos; envolve trato respiratornio;
vasculite necrosante afetando vasos de pequeno e médio calibre; associado a
asma e eosinofilia.

-vasculite necrosante; pouco ou menhum depdsito imume; afeta pequenos
vasos (capilares, vénulas ou arterfolas); arterite necrosante em vasos de
pequeno ¢ médio calibre pode estar presente; GN necrosante é comum;
capilarite pulmopar freqiiente.

-vasculite, com depdsito IgA; afeta capilares, vénulas e arteriolas
tipicamente acomete a pele, intestino ¢ glomérulo; associado com artralgia e
artrite.

-vasculite, com deposito de crioglobulina; afeta pequenos vasos (arteriolas,
vénulas ¢ capilares); associado com crioglobulinas no soro; pele e glomérulo

freqéntemente envolvidos.

-angiite leucocitocldstica cutinea isolada sem vasculite sistémica ou

glomerulonefrite

GN: glomerulonefrite; Adaptada de JENNETTE ef al., 1994
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As lesbes cuténeas sdo inespecificas como eritema nodoso, livedo reticular e
tlceras necroticas. Fendmeno de Raynaud e necrose digital também podem ser encontrados
(GUILLEVIN ez al | 1985).

O envolvimento neurolégico mais freqiiente ¢ a neuropatia periférica, com
manifestacdes parestésicas, sendo a mononeurite multipla a forma de apresentagiio mais
comum podendo ser encontrada em até 70% dos casos (CONN, 1994, GUILLEVIN et al,
1992). Ja a ocorréncia de neuropatia de pares cranianos é mais rara, sendo observada em
2% dos casos. O sistema nervoso central (SNC) é mais raramente envolvido podendo ser
observado déficit motor, acidente vascular cerebral (AVC) e hemorragia cerebral com
etiologias diferentes: secundarios a vasculite cerebral ou hipertensdo arterial sistémica

(HAS) maligna que afetam esses doentes.

O envolvimento renal pode ser difuso, vascular ou glomerular, De acordo com
o tipo de envolvimento, podemos diferenciar em PAN ou poliangiite microscépica:
poliangiite microscopica quando observamos glomerulonefrite necrosante segmentar
pauci-imune e PAN quando hi nefropatia vascular. O reconhecimento do
comprometimento renal ¢ de grande importancia pois pode evoluir para insuficiéncia renal,

uma das principais complicages da doenca.

O acometimento do trato digestivo é uma das mais graves manifesta¢tes da
PAN. Os sintomas sio varidveis, com queixas fregiientes de dor abdominal. Pode haver
perfuracdo de alga intestinal e/ou hemorragia digestiva com altas taxas de mortalidade
(70 — 100%) (GUILLEVIN er al., 1992). Foram descritos casos de ma absorgdo intestinal,
pancreatite, vasculite de apéndice e vesicula biliar isolados (KARP er al, 1988;
LE THI HUONG et al., 1985). Manifestagdes clinicas de acometimento hepatico sdo em
geral pouco expressivas, mas pode se encontrar esteatose, hepatite crénica e/ou cirrose nos
pacientes HbsAg positivos (TREPO ef al,, 1974; GUILLEVIN e al, 1985; GENEREAU
et al, 1997).

Outras manifestacdes menos comuns sdo dor testicular e/ou orquite, que estdo
presentes com maior freqiéncia nos casos de PAN relacionados & presenga do virus da

hepatite B (GUILLEVIN ez ai, 1991), sintomas de isquemia miocardica secundarios a
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vasculite coronanana e alteragdes oculares como episclerite, iridociclite e oclusio da artéria

retiniana central (GUILLEVIN er al., 1985).

Dez tipos de manifestacdes clinicas ou alteragdes de exames subsidiarios, tais
como achados histopatlogicos, arteriograficos e laboratoriais foram selecionados, pelo
Colégio Americano de Reumatologia (ACR), 1990, como os melhores para a diferenciagio
da PAN de outros tipos de vasculites sistémicas (Quadro 3). A presenga de trés ou mais
destes critérios sugere o diagndstico de PAN, em um paciente acometido por vasculite
sistémica primdria. O preenchimento desses critérios apresentam uma sensibilidade de
82,2% e especificidade de 86,6% (LIGHTFOOT et al., 1990).

Quadro 3- Cntérios classificatorios para PAN*

1- Emagrecimento superior a 4Kg

2- Livedo reticular

3- Dor ou edema testicular

4- Mialgia

5- Neuropatia periférica- mononeuropatia ou polineuropatia

6- HAS: diastolica superior a 90 mmHg

7- Elevagio de uréia e creatinina

8- Presenca de antigeno de superficie para hepatite B (HbsAg) ou anticorpo
9- Anormalidade arteriografica (aneurismas, estenoses ou oclusdes)

10- Alteragdes histopatologicas (presenca de granulécitos ou granuldcitos e mononucleares na
parede arterial)

PAN: poliarterite nodosa; HAS: hipertensdo arterial sistémica.

* Para critérios classificatérios, uma vasculite sistémica primaria sera classificada como PAN quando

preencher no minimo trés dos dez critérios.

LIGHTFOOT JR. ef al., 1990.
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As manifestagdes clinicas da poliangiite microscopica sio semelthantes as
observadas na PAN. Mialgia, artralgia e artrite estdo presentes em 50-72% dos pacientes.
Lesdo cutdnea como purpura, que € um sinal clinico significativo para diferenciar
poliangiite microscopica da PAN, estd presente em 44 a 62% dos pacientes. Os sintomas
gastrointestinais sdo caracterizados por dor abdominal (30-58%) e/ou sangramento do trato
digestivo (29%). Neuropatia periférica estd presente em 14-56% dos casos, ocorrendo
menos freqiientemente que na PAN (LHOTE ef al., 1998).

O acometimento renal na poliangiite microscopica & caracterizado por
glomerulonefrite necrosante pauci-imune e rapidamente progressiva ou segmentar.
A freqiiéncia de envolvimento renal tem sido relatada de 79 a 100% dos casos
(GUILLEVIN ef al, 1999a; SAVAGE ef al, 1985). Em um estudo com 85 pacientes com
poliangiite microscépica, GUILLEVIN et a/ (1999b) observaram acometimento renal em
79% dos casos. Proteiniria e hematuria foram encontradas em 81% e 67% dos casos,
respectivamente. Aproximadamente 70% dos pacientes evoluiram com insuficiéncia renal e
20% deles se tornaram dependentes de hemodiilise. HAS esteve presente em 21 a 61% dos

casos, provavelmente secundaria ao envolvimento renal (GUILLEVIN ez al, 1999b).

Apesar da glomerulonefrite rapidamente progressiva ser uma das principais
manifestaghes da poliangiite microscopica, acredita-se que a sua freqiiéncia real seja
inferior a anteriormente descrita, uma vez que as maiores séries provém de servigos de
nefrologia. J4 nas séries publicadas por reumatologistas tém sido descritos casos sem

acometimento renal aparente (GUILLEVIN et al, 1999b).

A presenca de hemorragia pulmonar (12-29%) contribui significativamente para
0 aumento da morbidade e mortalidade da doenga, sendo a hemoptise um sinal de alerta do
comprometimento pulmonar. Hemoptise geralmente se associa com dispnéia e anemia, ¢ a
hemorragia pulmonar usualmente leva a hipoxemia. Em um estudo de 25 necropsias de
pacientes com poliangiite microscopica, que apresentaram hemorragia pulmonar, foram
encontrados 4 casos (16%) sem envolvimento renal {(AKIKUSA et al, 1997). Esses achados
sugerem que a gravidade da capilarite necrosante pulmonar nem sempre se correlaciona
com o grau de envolvimento renal e que o comprometimento renal nfo esta presente em

todos 0s casos como se acreditava anteriormente.
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Os exames complementares podem revelar alteracdes que traduzem a existéncia
de uma atividade inflamatéria e/ou outros achados inespecificos que mdicam envolvimento
nos diversos Orgdos. Para a confirmagio diagnostica seria ideal a presenca de achados
angiograficos e ou histopatoldgicos sugestivos da doenca (GUILLEVIN et al., 1985;

GUILLEVIN ez al., 1991). Porém, por vezes o diagnostico se baseia em elementos clinicos,

A arteriografia pode revelar miultiplos microaneurismas especialmente nas
bifurcagbes arteriais, areas de estenose, irregularidades no trajeto vascular e locais de
sangramento sdo outros possiveis achados, sendo as artérias intraparenquimatosas renais,
hepatica e mesentéricas as mais fregiientemente acometidas (GUILLEVIN ef al., 1985;
GUILLEVIN et al , 1991).

A biopsia dos tecidos acometidos tem como locais preferenciais a pele, nervo
sural, musculo e rim, este ultimo nos casos de suspeita clinica de poliangiite microscopica.
Infiltrado inflamatério constituido por polimorfonucleares e mononucleares, necrose
fibrindide, ruptura da lamina elastica e proliferagio endotelial constituem os achados
histopatologicos caracteristicos. Lesdes em diferentes estigios de evolugdo podem estar
presentes em uma mesma amostra de tecido. Nas lesdes agudas, o infiltrado celular é
predominantemente constituido por polimorfonucleares; posteriormente, essas células sdo
substituidas por linfocitos € monécitos (GUILLEVIN et al.,, 1985; GUILLEVIN et al,
1991)

Néo existe nenhum subsidio laboratorial definitivo para monitoramento de
atividade de doenga na PAN e poliangiite microscopica. A caracterizagio de atividade ou
ndo de doenga, na maioria das vezes, se da através da observacio da presenca ou ndo de
manifestagdes clinicas e/ou alteragdes laboratoriais inespecificas, tais como elevacdo do
VHS e anormalidades no sedimento urinirio e/ou na fungio renal. ANCA pode ser
detectado em pacientes com poliangiite microscopica. HAUSCHILD et al (1993)
encontraram uma freqiiéncia de 75% de ANCA em 33 pacientes com poliangiite
microscopica, sendo 61% P-ANCA ¢ em 15% C-ANCA . Quando investigado pelo método
de ELISA, a maioria dos ANCA observados na poliangiite microscopica sio do tipo

anti-MPO, mas anti-PR3 também pode ser encontrado (Wiik, 2001).
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No tratamento da PAN e poliangiite microscopica utiliza-se corticoesterdides,
geralmente em altas doses, e imunossupressores como a ciclofosfamida e a azatioprina.
Pacientes que tém sorologia positiva para hepatite B e/ou C devem também ser tratados
com a administra¢go de drogas antivirais (GUILLEVIN ef al., 1985: GUILLEVIN er al.,
1991; DEEREN et al, 2004; GUILLEVIN e al, 2004).

Na poliangiite microscopica cerca de 75% dos pacientes com insuficiéncia
renal, apos o tratamento, recobrem a fungdo renal. No entanto, cerca de 20% evoluem para
insuficiéncia renal terminal (NACHMAN et al, 1996),

1.3.1- Fatores prognésticos

A avaliagio do prognéstico tanto da PAN quanto da poliangiite microscopica
depende na maioria dos casos da intensidade do envolvimento visceral. GUILLEVIN et al.
(1996) observaram um aumento nas taxas de mortalidade baseado principalmente na
presenca do envolvimento renal, do trato gastrointestinal, cardiovascular ¢ SNC. Diante
destes dados os autores propuseram a aplicacio, em cada caso, de 5 itens para avaliaco da
gravidade da doenga denominados de “five factor score” (FFS), no qual os itens avaliados
estdo relacionados com o aumento nas taxas de mortalidade (GAYRAUD ez al, 2001).
Sdo eles: 1- nivel de creatinina sérica (> 1,58mg/dl); 2- proteinaria (> 1 g/dia);
3- envolvimento de trato gastrointestinal, 4- miocardiopatia e 5- envolvimento do sistema

nervoso central (SNC). A presenca de cada fator corresponde a 1 ponto.

Trés classes de scores foram definidas: 0, quando nenhum dos fatores avaliados
esté presente; 1, quando apenas 1 fator est4 presente e 2 quando dois ou mais fatores estio
presentes. Nesse estudo as taxas de mortalidade observadas em cinco anos foram de 46%,
26% e 12% para pacientes com FFS>2, FFS=1 e FFS=0, respectivamente. Este escore tem
orientado o tratamento desses dois tipos de vasculites, para a introduciio de ciclofosfamida
associada a corticoesterdides nos casos que apresentam FFS>1. J4 os pacientes com FFS=0
seriam tratados somente com corticoesterdides. Entretanto, devemos ser cautelosos guando

usamos o FFS para decidir o tratamento de pacientes com FFS=0, pois muitos deles
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necessitam tambeém de citostatico para o controle da doenca e 12% evoluem a Obito.
O mesmo pode-se dizer da hemorragia pulmonar que ndo faz parte de nenhum dos itens
propostos e € uma manifestagio grave da poliangiite microscopica e exige também

tratamento mais agressivo (LANGFORD, 2001).

1.3.2- Indices de atividade

A taxa de sobrevida ¢ a fregiiéncia de sequelas nos pacientes com vasculite
sistémica melhoraram consideravelmente apés o uso de imunossupressores conjuntamente
aos corticoesteroides. Baseando-se na cronicidade e freqiientes recidivas das sindromes
vasculiticas alguns autores vém utilizando variados métodos para avaliagdo de atividade de
doenga durante o tratamento. O Birminghanm Vasculitis Activity Score (BVAS) tem sido o
mais utilizado em estudos clinicos das vasculites sistémicas (LUQMANI et ai, 1994).
O BVAS ¢ um indice de atividade de doenca e consiste na avaliagdo de varios itens
agrupados em nove sistemas orgénicos: sintomas sistémicos; pele; membranas mucosas e
olhos; ouvido, nariz, garganta; torax; coragio e vasos; trato gastrointestinal; rim e sistema
nervoso. Um determinado nmiimero ou valor € atribuido & presenga de cada um dos itens
propostos e um valor méaximo total ¢ aplicado ao aparelho ou 6rgdo avaliado, decorrente da
soma dos itens correspondentes. Os valores possiveis desse indice variam de 0, dado a um
paciente sem atividade clinica ou laboratorial, a um maximo de 63. O BVAS esta
intimamente relacionado as alteracdes na atividade da doenga e evolugio da doenca
(LUQMANI ef al, 1994, LUQMANI ef al, 1997). Diferentemente do FFES, o BVAS ¢ atil
na monitorizagdo da doenga. Em um estudo de 278 pacientes com diagnéstico de PAN,
poliangiite microscopica e sindrome de Chirg-Strauss GAYRAUD er al, 2001
encontraram a media do BVAS de 15,1 + 6,4 entre os pacientes com PAN, nio relacionada
a hepatite B, e de 23,4 + 8,4 entre os pacientes com poliangiite microscopica. O BVAS
pode ser aplicado para qualquer tipo de vasculite sistémica primaria (LUQMANI e7 al,
1994).
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1.4 - Parvovirus B19

B19 é um membro da familia Parvoviridae, sendo o tinico parvovirus que causa
infecgdo em humanos. Ele foi descoberto em 1975 e seu genoma consiste de DNA de fita
simples de 5.596 nucleotideos. O B19 é um virus pequeno que contém trés proteinas de
funcdes conhecidas, sendo duas proteinas estruturais, proteina viral 1 ¢ 2 (VP1 e VP2) e
uma ndo estrutural (NS1). A NSI apresenta multiplas fungBes replicativas e ¢ citotoxica as
celulas hospedeiras. Os precursores eritroides sdo as células hospedeiras naturais do B19,
que se liga precocemente a precursores eritrdides, sendo que a anemia é uma manifestacio
usual. A existéncia de um receptor viral, receptor antigénico P, esta presente nos
eritroblastos, megacarioblastos, células miocardicas fetais e endoteliais, e ¢ responsavel
pelos tropismo do virus a estas células. Individuos que apresentam auséncia genética do
receptor do antigeno-P nfio sdo susceptiveis a infecgdio pelo B19 (MAGRO et al., 2002;
BROWN et al,, 1993; COOLING et al., 1995; YOUNG & BROWN, 2004)

A infecgdo pelo B19 pode manifestar-se de varias formas clinicas. Em criangas,
o eritema infeccioso € a forma mais freqiiente, sendo uma doenga febril, auto-limitada e
com a presenga de rash cutineo. A infecgio pelo virus B19 pode se manifestar por
sintomas articulares, variando de poliartralgia e artrite até a uma sindrome semelhante a
doenga do tecido conjuntivo, com rash, artralgia/artrite e alteracdes laboratoriais.
Crise aplastica aguda (particularmente em pacientes com desordens hemoliticas), anemia e
infecglio cronmicas, em imunodeficientes, e hidropsia com morte fetal sio também

manifestacdes da infecgdo pelo B19 (YOUNG & BROWN, 2004)

Apbds a exposigdo nasal ao B19, a viremia é detectada em 5 a 6 dias,
coincidindo com a fase prodrémica da doenca. A resposta imune inicial ao B19 é ao
antigeno VP2, com anticorpos do tipo IgM e IgG. Estudos revelaram que anticorpos da
classe IgM aparecemno sangue 10 a 12 dias apds a inoculagdo do virus e permanecem por
um periodo de um a trés meses. Anticorpos circulantes da classe IgG aparecem varios dias
apés o surgimento dos da classe IgM e, supostamente, permanecem por toda a vida
(Figura 2).
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Figura 2- Resposta imunologica a infecgiio pelo B19

Em casos de imunodeficiéncia congénita ou iatrogénica e, na presenca de
determinados quadros infecciosos, pode haver uma auséncia de imunidade humoral, ou
seja, formagio de anticorpos protetores contra o B19, e consequente infecglio persistente
pelo B19.

A soroprevaléncia dos anticorpos contra o B19 em populagbes adultas varia
entre 40% e 80% (YOUNG & BROWN, 2004). A infecclio pelo B19 ocorre em todo o
mundo e em qualquer idade, embora seja mais comum em criangas na idade escolar.
Usando-se a reacio em cadeia de polimerase (PCR) o DNA viral pode ser detectado no

sangue varias semanas apos a infecgiio (FREITAS ef af, 1990; YOUNG & BROWN,
2004;)
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1.5 - Parvovirus B19 associado a vasculites

Evidéncias do envolvimento do B19 no desencadeamento das vasculites
sistémicas estdo presentes em relatos de casos de granulomatose de Wegener (CORMAN &
STAUD, 1995; NIKKARI et al, 1994), parpura de Henoch-Schonlein , doenca de
Kawasaki (NIGRO ef al., 1994), arterite de células gigantes (SALVARANI ef al., 1995) e
PAN (FINKEL er al, 1994, GACHES et al, 1993; CORMAN & DOLSON, 1992).
Baseados na semelhanca dos picos de incidéncia de arterite de células gigantes e de
infecgdo pelo B19, em Olmsted country (Mineapolis), GABRIEL ef al (1999) pesquisaram
a presenga do B19 nas bidpsias de artéria temporal de 50 pacientes com arterite de células
gigantes. DNA do B19 no tecido foi observado em 50% dos pacientes com histopatologico
de vasculite ¢ em 11% dos pacientes sem confirmagdo histologica. Estes dados sugerem
uma possivel participagdo do B19, entre os variados tipos de agentes virais, no
desencadeamento e/ou perpetuagio das vasculites sistémicas, uma vez que o virus apresenta
tropismo preferencial por células endoteliais ¢ eritroblastos (MAGRO ef al, 2001;
BROWN ez al., 1993; COOLING ef al., 1995).

O mecanismo pelo qual o virus eventualmente leva ao aparecimento de
fendmenos autoimunes ainda ndo s3o amplamente conhecidos. Tem-se demonstrado
indugio de reagdes autoimunes através de mimica molecular entre proteinas celulares e
virais, por exemplo a atividade fosfolipase A2-like da proteina VP1 do virus, induzindo a
producdo de prostaglandinas e leucotrienos. Também observou-se a indugio da produgio
de citocinas pela proteina NS1 do virus, através da ativagio de linfocitos T ¢ B e
macréfagos (MAGRO ez al., 2002, BROWN ef al., 1993; COOLING ef al., 1995, SEVE e¢
al., 2004). Estudos in vitro mostraram que NS1 induz a fragmentagiio do DNA da célula

hospedeira com subsequente apoptose celular (SOL ez al., 1999).

No caso particular da PAN, ha relatos de casos comprovando a presenca
concomitante de atividade da doenca e infecgio pelo virus B19 através de dados
sorologicos e por pesquisa de DNA viral, através de PCR em histopatologicos em poucos
casos. Estes estudos englobam apenas estudos sorolégicos e pesquisa e evidéncia de DNA
do parvovirus B19 na medula ossea de dois pacientes, em um deles também em fragmento

de biopsia muscular com presenca de vasculite ativa (FINKEL et al., 1994; CORMAN &
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DOLSON, 1992, GACHES ef al, 1993). Ressaltamos que nfo ha ainda descrita uma
investiga¢io mais ampla referente & pesquisa de DNA do parvovirus B19 em amostras
teciduais de pacientes com PAN e poliangiite microscopica, especialmente no Brasil, o que

nos motivou a investigar tal associagéo.

A importancia da pesquisa de fragmentos de DNA do B19 concomitante a
atividade da doenga pode ter importante implicagdo na etiopatogénese da PAN ¢ poliangiite
microscdpica, uma vez que o B19 tem sido proposto como fator desencadeante em alguns

casos de vasculite sistémica.

1.6- Reacdo em cadeia da polimerase - PCR

A amplificagdo génica pela reagio em cadeia catalisada pela polimerase
(polymerase chain reaction -PCR ) é um método de biologia molecular que permite a
producio de grande quantidade de fragmentos especificos de DNA a partir de substratos
complexos e em concentragdes diminutas. Este procedimento permite a amplificacio de um
fragmento especifico de DNA escolhido pelo investigador, cuja concentracio final excede
em milhares de vezes 4 do restante do DNA presente na amostra analisada. A reacdo
consiste de trés fases: - primeira fase: desnaturagio da fita molde, ou seja, a sua separagio;
- segunda fase: anelamento dos “primers” na fita molde e - terceira fase: sintese da nova

seqiiéncia do DNA.

Na tentativa de se aumentar a sensibilidade e especificidade da PCR simples,
tem sido utilizada a Nested-PCR ou PCR dupla. Nessa técnica ocorre a amplificacio de
uma seqii€ncia alvo em duas etapas: na primeira amplificaco utiliza-se um par de primers
especificos para um fragmento alvo desejado (primers externos); a partir do produto da
primeira amplificagdo, um novo par de primers ¢ utilizado (primers internos) para uma

regido interna ao fragmento utilizado.
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hiip:/fimnges. google.com, br, margo 2004,

Figura 3- PCR “simples”
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1- Verificar a presenca de DNA do B19, pela reaciio em cadeia da polimerase (PCR), em
amostras teciduais de pacientes com diagnéstico de PAN e poliangiite microscopica,

confirmados por achados histopatolégicos.

2- Correlacionar as manifestagdes clinicas, indices de atividade e gravidade de doencga

desses pacientes com a presenga do DNA viral.
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3.1- Selegio dos pacientes

Foram selecionados todos os prontudrios médicos dos pacientes com
diagnostico de PAN e poliangiiite microscopica atendidos no Ambulatério de Vasculites do
Hospital das Clinicas/Disciplina de Reumatologia da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Universidade Estadual de Campinas (HC/F CM-UNICAMP) entre os anos 1985 e 2003.

O diagnostico de cada paciente foi revisado de acordo com os critérios
classificatérios estabelecidos pelo Colégio Americano de Reumatologia (1990) (BLOCH
et al., 1990) e o Consenso de Chapell-Hill para a nomenclatura das vasculites sistémicas
(JENNETE et al, 1994),

O protocolo clinico laboratorial incluiu dados de identificagdo, historia da
doenga, uso de medicamentos, antecedentes pessoais e familiares, o exame fisico referente
aos diversos orgdos e sistemas e a realizagio dos seguintes exames laboratoriais de rotina:
hemograma, determinagio do VHS (Wintrobe), urina I, proteinaria de 24 horas quando
necessario, dosagem de uréia, creatinina, aminotransferases, pesquisa do fator antinuclear
(FAN) por imunofluorescéncia indireta, ANCA (imunofluorescéncia indireta) e
crioglobulinas e sorologias para hepatite B, C e HIV quando possivel. Anemia foi
considerada quando hemoglobina menor que 12 g/dl nas mulheres ¢ menor que 14 g/dl em
homens. Leucocitose foi considerada quando o valor dos leucécitos globais estavam acima
de 10.000 ce/mm’ e plaquetose quando a contagem de plaquetas foi superior a
400.000 plaquetas/mm®. Urinalise foi considerada normal se hemacias e leucocitos até
S/campo ou 10.000/mi.

O protocolo inclui também dados histopatologicos de tecidos dos orgios
acometidos e a realizacio de o estudo arteriografico das artérias mesentéricas/renais,

quando realizados.

Foram selecionados para o estudo todos os pacientes com amostras de tecidos,
fixados em parafina, disponiveis no departamento de patologia. Todas as laminas com o
diagnostico histopatologico de vasculite foram revisadas. Os vasos foram avaliados de

acordo com a sua localizagdo e caracterizado se artéria, vénula ou capilar. As alteragdes
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morfologicas presentes na parede do vaso também foram avaliadas, tais como tumefacio
endotelial, necrose fibrindide, extravasamento de eritrocitos, e caracteristicas do infiltrado
inflamatorio, bem como a apresentagio das fibras elasticas. Os espécimes foram obtidos
atraves de material de bidpsia e pegas cirurgicas. Todas as liminas foram revisadas
conjuntamente com um patologista experiente. Somente as amostras com evidéncia de

vasculite foram incluidas no estudo. (Anexo 1)

As informagGes demograficas, clinicas e laboratoriais foram adquiridas através
da revisdo dos prontuarios. O indice de atividade de doenga por ocasido do diagnéstico foi
avaliado, retrospectivamente, pelo BVAS (LUQMANI, 1994). Os fatores prognésticos
(FFS) foram também avaliados por ocasiio do diagnéstico, retrospectivamente
(GUILLEVIN et al, 1996).

3.1.1- Pacientes com poliarterite nodosa

O diagnostico de PAN seguiu os critérios classificatorios do Colégio
Americano de Reumatologia (1990) (Quadro 3) e o consenso de Chapell-Hill (JENNETTE
et al., 1994) (Quadro 2). O diagndstico de PAN foi considerado quando ndo havia
evidéncia de envolvimento de pequenos vasos (arteriolas, vénulas e capilares) como lesdes

purpureas cutineas, glomerulonefrite necrosante ou hemorragia pulmonar.

3.1.2- Pacientes com poliangiite microscopica

O diagnostico de poliangiite microscépica seguiu o consenso de Chapell-Hill
(JENNETTE et al., 1994) (Quadro 2).

Os critérios de inclus&o para o diagnostico de poliangiite microscépica foram:

1- Comprovagdio histologica de vasculite de arteriolas/vénulas e/ou glomerulonefrite
necrosante pauci-imune. 2- Presenca de hemorragia pulmonar e/ou glomerulonefrite
necrosante segmentar pauci-imune. 3- ManifestagBes que sugerem envolvimento de
pequenos vasos como lesdes purpireas cutdneas (GUILLEVIN L ef al., 1999b). Foram
excluidos os casos que apresentavam granuloma e eosindfilos nos achados

histopatolégicos.
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3.2- Métodos

Os tecidos fixados em parafina foram cortados em 10 cortes de S5u e
armazenados a — 20°C até a extragio do DNA destes tecidos. Apos a extracio do DNA,
para cada amostra estudada foi feita a PCR com "primers" que flanqueiam o gene da
B-globina humana, para funcionar como um controle interno da reacdo e ter-se uma maior

confiabilidade nos resultados.

A presenca de DNA do B19 foi investigada pela pesquisa da seqiiéncia de
acidos nucleicos de uma regido do B19, por PCR, nos tecidos com vasculite dos pacientes

com PAN e poliangiite microscopica, incluidos no estudo.

Este estudo foi realizado conjuntamente no laboratério de diagnostico de
doengas infecciosas por técnicas de biologia molecular e no laboratorio de reumatologia da
Faculdade de Ciéncia Médicas, dos departamentos de Clinica Médica e Reumatologia-
UNICAMP.

3.2.1- Extrac¢io do DNA

A extragdo do DNA dos tecidos fixados em parafina foi feita utilizando-se um

Kit comercial (DNeasy tissue kit, Quiagen).

A seguir descreveremos a remogio da parafina pela extracio com xileno.
A amostra foi entdo processada de acordo com o protocolo para extracdo de tecidos

animais.

Notas importantes antes do inicio

* O tempo de lise variou de amostra para amostra, dependendo do tipo de tecido

processado.

¢ O rendimento dependeu tanto do tamanho quanto da idade da amostra processada.
Rendimentos pequenos se comparados a tecidos frescos ou congelados sdo esperados.

Além disso, € recomendado eluir o DNA em 50-100 ul de buffer AE.
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Passo 1:

Uma pequena porgdo de tecido embebido em parafina (nfio mais do que 25 mg) foi

colocada em um tubo de 2 ml para centrifuga.

1200 p de xileno foram adicionados. Agitou-se vigorosamente em vortex.

A mistura foi centrifugada em velocidade total por 5 minutos em temperatura ambiente.
O sobrenadante foi removido com pipeta.

1200 ul de aicool absoluto foram adicionados ao “pellet” para remog¢do do xileno

residual e agitado delicadamente com auxilio do vortex.

A mistura foi centrifugada em velocidade total por 5 minutos em temperatura ambiente.
O etanol foi cuidadosamente removido com a pipeta.

Os itens 5 a 7 foram repetidos, uma vez.

A amostra foi incubada em tubo para microcentrifuga aberto a 37° C por 10-15 minutos

até a evaporacio do etanol.

10- O tecido foi ressuspendido em 180 ul de buffer ATL e continuou-se o protocolo para

tecidos animais a partir do passo 2.

Protocolo DNeasy para tecidos animais

Passo 2: 20 pl de proteinase K foram adicionados, misturados em vortex e incubados a
55°C até que o tecido estivesse completamente lisado. Passamos no vértex
ocasionalmente durante a incubagfo para dispersar a amostra. O tempo de lise variou
dependendo do tipo de tecido processado. As amostras foram lisadas durante a noite

(“over-might”).
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¢ Passo 3: as amostras foram passadas em vortex por 15 segundos. Foram adicionados
200 pl de buffer AL & amostra, misturados através do vértex e incubados a 70°C por
10 minutos. A amostra e o buffer foram misturados imediatamente, através do vértex ou

pipeta.

» Passo 4: foram adicionados 200 pl de etanol (96-100%) & amostra e misturados atraveés

do vortex. E importante que a amostra, o buffer e o etanol fossem misturados.

» Passo 5: a mistura do passo 4 foi pipetada para dentro da mini-coluna a qual estava
situada no tubo de 2 ml. Foi centrifugada por 1 minuto 4 8000 rpm. O filtrado foi

descartado junto com o tubo coletor.

¢ Passo 6: a mini-coluna foi colocada em um novo tubo e adicionados 500 ul de buffer
AWTI e centrifugados por 1 minuto & 8000 rpm. O filtrado foi descartado junto com o

tubo coletor.

* Passo 7: a mini-coluna foi colocada em um novo tubo e adicionados 500 pl de buffer
AW?Z e centrifugados por 3 minutos em velocidade total para secar a membrana do Kit.
O filtrado foi descartado junto com o tubo coletor. Este passo de centrifugacdo garantiu
que nenhum etanol residual fosse carreado durante a eluigdo seguinte. O filtrado foi
descartado junto com o tubo coletor. Apdés a centrifugacio, a microcoluna foi
cuidadosamente removida de maneira que no entrasse em contato com o filtrado para

que ndo houvesse contato com o etanol.

* Passo 8: a mini-coluna foi colocada em tubo limpo de 1,5 ou 2,0 ml e pipetados 200 pl
de buffer AE diretamente na membrana do Kit. Foram incubados 4 temperatura ambiente
por 1 minuto e centrifugados por 1 minuto a 8000 rpm, para eluir. A elui¢do com 100 ul
(ao invés de 200) aumenta a concentragio final de DNA no eluato, mas diminui 0 DNA

total obtido.

» Passo 9: a eluigdo foi repetida como descrito no passo 8.
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3.2.2- Amplifica¢do génica pela PCR

3.2.2.1- Amplificagdo génica pela PCR para o gene da B-globina humana:

Para cada amostra estudada foi feita a PCR e "dupla PCR" (ou nested PCR)
com a utilizacdo de "primers" que flanqueiam ¢ gene da B-globina humana, para funcionar
como um controle interno da reagdio e ter-se uma maior confiabilidade nos resultados.
O fragmento amplificado resultou em de 110 pb. Foram utilizados os primers externos
PCO3+ (57 CTT CTG ACA CAA CTG TGT TCA CTA GC) e PCO4+ (5° TCA CCA CCA
ACTTCATCC ACG TTC ACC 37). Cinco a 15 pl do DNA foram amplificados em 25 pl e
30 ul (volume total da reagfio) usando uma solugio de Master Mix contendo como
concentragbes finais: 20 mM Tris-HCI (pH 8,0); 50 mM KCI; 1,5-2,0 mM MgCl,. 1.5 mM
de deoxinucleosideo trifosfato (DNTP): 0,1-0.2 uM de PCO3+HPCO4+ ¢ 1-2 U de
Taq DNA polymerase. Apos cobrir a mistura com 1 gota de 6leo mineral, foram realizados
30-38 ciclos com a seguinte ciclagem: 45 segundos 4 94°C, 45 segundos & 55°C e 1 minuto
a 72°C, apés desnaturacgdo inicial por 5 minutos 2 94°C e 1 ciclo de extensio final de

7 minutos a 72°C.

Nas amostras em que o DNA nfo foi detectado através dos primers PCO3+ e
PCO4+ a detecedo do gene da B-blobina ocorreu por Nested PCR. Os seguintes primers
internos foram utilizados: P3: 5 AGA CAG AGA AGA CTC TTG 3°, P5: 5° TCA TTC
GTC TGT TTC CCA TTC 37, 109: 3° CCC TTC CTA TGA CAT GAA CTT AAC CAT
3". Para a amplificagdo do DNA utilizamos os primers P3/P5 (primeiro PCR) e
P3/109 (nested PCR) e um volume final de reagio de 20 e 30 ul. 10pl do DNA extraido
foram utilizados na primeira PCR e para o nested PCR 5 pl do produto de amplificagio da
primeira reagdo foram utilizados. A concentragio final dos demais reagentes foram
mantidas. 30-35 ciclos de amplificagdo foram realizados com os seguintes tempos e
temperaturas de desnaturagio, anelamento e extensdo: 94°C / Sminutos (desnaturacio
inicial), 94°C / Iminuto, 55°C / 1 minuto, 72°C / 1minuto e 30segundos, e extensio final 4

72°C por 7 minutos {primeiro PCR).
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Na nested PCR as modificagdes quanto ao ciclo de amplificagio foram:
94°C / 40segundos, 57°C / 40segundos e 72°C / Iminuto. Os tempos e temperaturas da
desnaturagdo inicial e extensdo final, bem como o niimero de ciclos da primeira reacio

foram mantidos.

3.2.2.2- Nested PCR para detecgdo Parvovirus B19

Para a realizagio da PCR (nesfed PCR) foi usado um primer previamente
descrito, que amplifica um segmento da regido de proteina nfio estrutural do parvovirus
B19 (TANAWATTANACHAROEN et al, 2000). Na primeira reacio, foram utilizados
primers externos Al (5" TGT TAC TTT GTC AAA ACT ATG AC 3’) seqiiéncia de
nuceotideos 1.498 a 1.520 e B1 (5° CTG CAT TAA TTC CAG GGA AAT CA 3°)
sequéncia de nucleotideos 2.088 a 2.066. Na segunda reagdo, foram utilizados primers
internos A2 (5° GCC ATT GCT AAA AGT GTT CCA 3°) seqiiéncia de nucleotideos
1.6322 1652 e B2 (5° GCC TCT GTT AGT AAC CCC ATG 3’) seqiiéncia de nucleotideos
1.987 a 1967 (TANAWATTANACHAROEN ez al., 2000). Cinco a 10 pul das amostras
foram amplificadas em um volume final de reagdo de 20-30 pl, utilizando-se uma solugio
Master Mix contendo como conceniragBes finais: 20 mM Tris-HC1 (pH 8,0), 50 mM KCI,
1,5 mM MgCl, 1,5 mM de deoxinucleosideo trifosfate (DNTP), 0,1 yM de A1/Bl ¢
2,0-2,5 U de Taq DNA polymerase. Apds cobrir a mistura com oleo mineral, 35 ciclos
foram realizados: 96°C / 1 minuto, 55°C / 1 minuto, 72°C / 1 minuto e 30 segundos; apés a

desnaturacdo inicial de 96°C por 5 minutos e 1 ciclo de extens3o final de 7 minutos a 72°C.

1,5 wl a 8,0 pl do produto da primeira amplificagio foram utilizados na reagio de
reamplificacio (nested PCR) e foram submetidos a 35 ciclos de amplificagio a
96°C / 40 segundos, 60°C / 40 segundos e 72°C / 1 minuto e 30 segundos, apos

desnaturagdo inicial por 5 minutos & 96°C, seguida de extensdo final 4 72 /C por 7 minutos.

Os produtos amplificados foram detectados por analise direta em gel de agarose

a 2% corado com brometo de etidio e visualizado em luz ultra-violeta.
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Durante a execucdo da PCR, varios cuidados foram tomados, a fim de evitar

qualquer tipo de contaminagdo nas amostras manipuladas. Os cuidados utilizados foram:

- As amostras a serem amplificadas foram manipuladas em uma sala diferente

(sala pré-PCR) daquela onde a amplificagdo foi feita (sala pos-PCR), em caplela de

exaustio.

- Todos os reagentes e materiais pré-PCR e p6s-PCR foram preparados e utilizados em

ambientes diferentes.

- Antes da abertura de tubos tipo "eppendorf”, foi efetuada uma rapida centrifugagio em
microcentrifuga, para concentrar o liquido, contido no tubo, na regido inferior deste e

evitar a dispersdo do mesmo por aerosol.

- Todo material plastico (ponteiras e tubos do tipo "eppendorf") utilizado foi novo e estéril,

e ndo autoclavado.
- Trocas constantes de luvas foram feitas durante todo o procedimento.
- Jogo de pipetas para cada area.
- Ponteiras com filtro, para se evitar contaminagio via aerosol.

- Uso de hipoclorito 10% e etanol 70% antes e apds o uso da bancada.

3.2.2.3- Controles

DNA extraido do soro de paciente sabidamente infectado pelo parvovirus B19

foi utilizado como controle positivo da reagio.

A mistura da reagio na qual o DNA foi omitido foi utilizada como controle

negativo da reagéo.

Os controles positivo e negativo correram juntos com todas as amostras
estudadas.

3.2.2 4- Referéncias bibliograficas

As referéncias bibliograficas seguiram as normas da Associagio Brasileira de
Normas Técnicas (ABNT).
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4- RESULTADOS
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4.1- Pacientes selecionados

No total foram avaliados 48 prontuarios, sendo que 32 preenchiam os critérios

classificatorios para PAN e 16 para poliangiite microscopica.

Dos 32 pacientes com diagnostico de PAN, 12 apresentavam blocos de parafina
disponiveis para o estudo. Os motivos de exclusio em 20 doentes foram: dez tiveram o
diagnostico baseado em arteriografia, em dois pacientes o diagndstico baseou-se em
achados clinicos, dois casos de infecgfio associada (CMV e hepatite B) e em outros dois o
diagnostico foi feito através de revisdo de lamina. Em quatro o material para estudo ndo foi

encontrado no arquivo.

Dos 16 pacientes com poliangiite microscopica, nove apresentavam blocos de
parafina disponiveis para estudo. Em dois casos os blocos de parafina nio foram
encontrados no arquivo, um paciente era portador de miastenia gravis e em quatro o

diagnostico foi baseado em revisio de 14minas de bidpsias realizadas em outro servigo.

No total, vinte e um pacientes apresentavam blocos de parafina disponiveis para

estudo.

Dos 21 pacientes com material disponivel para estudo doze preenchiam os
critérios classificatorios para PAN e 9 para poliangiite microscopica. Destes 21 pacientes
foram selecionadas 22 amostras teciduais. Dezessete delas obtidas por bidpsia e 5 por

laparotomia, todas fixadas em parafina.

Dentre os pacientes com PAN obtiveram-se 9 amostras provenientes de lesdes

cutineas e 4 de outros tecidos, misculo, intestino, bago e vesicula biliar, cada uma.

As amostras teciduais dos pacientes com poliangiite microscopica foram
obtidas de biopsia cutinea em 5, biépsia renal em 2 e resseccio intestinal em
outros 2 (Tabela 4).
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Tabela 1- Relagdo dos 6rgaos estudados

PAN Poliangiite microscépica
N=13 N=9
Bidpsias
Pele S 5
Misculo 1 0
Rim 0 2
Laparotomia
Intestino 1 2
Baco 1 0
Vesicula biliar I 0
Total 13 9
PAN:poliarterite nodosa

4.2- PCR para Beta-globina humana

Em 4 amostras de tecido cutiineo (2 PAN e 2 poliangiite microscépica) o DNA
extraido nfo foi identificado pelos métodos de amplificagio da seqiiéncia génica da
B-globina humana, o que nfo pdde nos garantir a qualidade do DNA extraido.

Estas 4 amostras foram, entfo, excluidas do estudo.

O DNA celular esteve presente em 14 amostras amplificadas pelos primers
PCO3+ e PCO4+ e em 3 amostras amplificadas por nested PCR, ambos para detecgio do
gene da P-globina. Na figura 3: M: marcador de peso molecular; C+: controle interno
positivo (gene da P-globina); 1,2,3, 4 e 5: amplificacdo do gene da B-globina e 6;
ndo aplificagdo do gene da PB-globina.
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Figura 5- PCR para Beta-globina humana

4.3- Achados epidemioldgicos, clinicos e laboratoriais

Foram avaliados dez pacientes com PAN e sete com poliangiite microscdpica.
A idade no inicio da doenga variou de 10 a 49 anos com média de 293 + 15,1 anos nos
pacientes com PAN e de 21 a 70 anos com média de 41.9 + 18,5 anos nos pacientes com
poliangiite microscépica. A relagio entre os sexos M/F foi de 1,51 naPANede 1:1,3 na

poliangiite microscopica (Tabela 2).

Tabela 2- Caracteristicas demograficas

PAN Poliangiite microscdpica
Numero pacientes 10 7
{dade inicio (média), anos 293+151 41,9+ 18,5
Sexo: M/F 1,5/1 1/1,3

PAN: pohiarterite nodosa
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4.3.1- Poliarterite nodosa
A tabela 3 relaciona os achados clinicos observados por ocasisio do diagnéstico.

Sintomas gerais, como febre e emagrecimento, estiveram presente em 80% dos

pacientes com PAN.

Artralgia e artrite foi encontrada em 4 (40%) pacientes. A lesfo cutinea mais
freqiiente foram os no6dulos subcutineos (80%). Livedo reticular esteve presente em

40% dos casos.

Quatro (40%) pacientes apresentaram dor abdominal. Dois pacientes (20%)
apresentaram acometimento grave de trato gastrointestinal, um com vasculite em sigmoéide
com sangramento, sendo submetido a ressecgio cirirgica e outro desenvolveu abdome

agudo por vasculite em vesicula biliar.

Envolvimento renal manifestado por hematiiria e/ou proteintiria esteve presente
em 40% dos pacientes, sendo que dois (20%) evoluiram com insuficiéncia renal reversivel

apds tratamento.

Acometimento de SNC foi observado somente em dois pacientes. Um (10%)

paciente apresentou paralisia facial periférica e o outro (10%) desenvolveu psicose.

Neuropatia periférica esteve presente em 50% dos pacientes, sendo a

mononeurite multipla observada em 40%.
HAS foium achado fregiiente, com 40%.

Anemia e plaquetose foram encontradas em 50% dos pacientes ¢ leucocitose
em 70%. Em nosso estudo o ANCA foi pesquisado em 7 de 10 pacientes com PAN, todos
negativos. FAN foi negativo em todos. Sorologia para hepatite B foi realizada em todos os

pacientes e todos apresentaram resultados negativos para HBsAg.

Sorologia para CMV foi investigada em cinco pacientes e dois deles (40%)
apresentaram anticorpos da classe IgG positivo. Todos foram negativos para anticorpos da
classe IgM. Hepatite C foi investigada em trés pacientes, todos negativos. HIV foi

pesquisada por ELISA em 5 (50%) pacientes com resultados negativos.
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A presenca de crioglobulinas foi investigada em 30% dos casos e todos foram

negativos.

Arteriografia renal foi realizada em quatro casos e mesentérica em dois. Foram
encontrados microaneurismas nas artérias mesentéricas dos dois pacientes investigados.
Trés pacientes apresentaram arteriografia renal normal e em um foi encontrado estenoses de

artérias renais intraparenquimatosas.

Dentre os pacientes com PAN a média do BVAS foi de 15,7 + 7,7, minimo de

5 e maximo de 26.
Em relagdo ao FFS, 6 pacientes apresentaram FFS=1 e 4 apresentaram FFS=0.

Dois pacientes estavam em uso de prednisona por ocasifio da biopsia de pele.
Os demais ndo haviam utilizado corticoesterdides ou imunossupressores até a ocasido da

obten¢do do material estudado.
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Tabela 3- Caracteristicas clinicas - PAN

Manifestacoes clinicas PAN

N=10 Yo
Smtomas gerais 8 80
Artrite 4 40
Mialgia 6 60
Lesdes cutineas 8 20
Nédulo 8 80
Livedo reticular 4 40
Trato gastrointestinal 4 40
Dor 4 40
Sangramento 1 10
Perfuragdo intestinal 1 10
Colecistite 1 10
Envolvimento renal 4 40
Proteintinia/Hematiria 4 40
Insufici€éncia renal 2 20
Sistema nervoso central 2 20
Acometimento de pares cranianos 1 10
Psicose 1 10
Neuropatia periférica 5 30
Mononeurite miltipla 4 40
Polineuropatia 1 10
Envolvimento cardiovascular 4 40
HAS 4 40
Orquite 1 10

PAN: poliarterite nodosa; HAS: hipertensio arterial sistémica.
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4.3.2- Poliangifte microscopica
A tabela 4 relaciona os achados clinicos observados por ocasisio do diagnéstico.

Sintomas gerais como febre e emagrecimento estavam presentes em 71% dos

pacientes.

As lesBes cutineas encontradas foram purpura e livedo reticular, ambas em

29% dos casos, cada uma.

Envolvimento grave de trato gastrointestinal, com perfuragio de alca intestinal,
foi observado em dois (29%) pacientes. Acometimento renal esteve presente em quatro
doentes (57%), evidenciado por hematiria glomerular e proteinuria, sendo que trés (43%)

evoluiram com insuficiéncia renal.
A neuropatia periférica foi encontrada em 57% dos casos.
HAS foi observada em 57% dos casos.

Pneumonite foi a manifestagio pulmonar mais comum nos pacientes com
poliangiite microscopica (43%). Hemorragia alveolar foi evidenciada em 14% dos

pacientes,
Anemia, leucocitose e plaquetose foram encontradas em 29% dos pacientes.

Em nosso estudo o ANCA foi pesquisado em 4 de 7 pacientes com poliangiite
microscopica. Somente 1 paciente apresentou p-ANCA positivo. FAN foi negativo em

todos os pacientes.

Sorologia para hepatite B foi realizada em cinco pacientes e todos apresentaram
resultados negativos para HBsAg. Sorologia para CMV e hepatite C foi investigada em trés
pacientes com resultados negativos em todos. Sorologia para HIV foi pesquisada por

ELISA em apenas um paciente com resultado negativo.

A presenca de crioglobulinas foi investigada em trés pacientes e em um deles o

resultado foi positivo,
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Dentre os pacientes com poliangiite microscopica a média do BVAS foi de

20,7+ 7,1, minimo de 13 e maximo de 31.

Em relag¢do ao FFS, um paciente apresentou FFS=2, 3 apresentaram FFS=1 e
3 FFS=0.

Um paciente estava em uso de prednisona por ocasiio da biopsia de pele.
Os demais ndo haviam utilizado corticoesterdides ou imunossupressores até a ocasifio da

obtencio do material estudado.

Tabela 4- Caracteristicas clinicas - Poliangiite microscopica

Manifestagdes <linicas Poliangiite microscopica

= %
Sintomas gerais 5 71
Artrite 4 57
Mialgia 3 43
Lesdes cutineas 3 43
Nédulo 1 14
Livedo reticular 2 29
Parpura 2 29
Trato gastrointestinal 3 43
Dor 3 43
Sangramento 1 14
Perfirragio intestinal 2 28
Envolvimento renal 4 57
Proteiniria/Hematiria 4 57
Insuficiéncia renal 3 43
Neuropatia periférica 4 57
Mononeurite multipla 2 29
Polineuropatia 2 29
Envolvimento cardiovagculer 4 57
HAS 4 57
Isquemia digtal H i4
1AM 1 14
Envolvimento pulmonar 4 57
Hemorragia alveolar 1 14
Pleurite 2 29
Pneumonite 3 43

IAM: infarto agudo do miocdrdio; HAS: hipertensdo arterial sistémica.
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4.4- PCR para parvovirus B19

Para a amplificagdo de DNA do B19 em amostras teciduais, os DNA extraidos

de tecidos fixados em parafina foram submetidos a uma nested PCR.

Nenhuma das amostras estudadas foram positivas para 0 DNA do parvovirus
BI9 (Figura 3). Na figura 3: M: marcador de peso molecular; C+ controle positivo
(DNA do B19); 1,23, 4e 5: amostras dos pacienfes em estudo ¢ C-: controle negativo
{mistura sem DNA).

Figara 6- Nested PCR para parvovirus B19
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5- DISCUSSAO



A poliarterite nodosa, primeiro descrita por Kiissmaul & Maier 1866 “APUD”
BACON (1996), ¢ uma forma bem conhecida de vasculite necrosante sistémica.
Individualizada da PAN, a poliangiite microscopica é uma vasculite sistémica que acomete
arteriolas, vénulas e capilares, bem como vasos de médio calibre e apresenta quadro clinico
semelhante ao da PAN (JENNETTE er al 1994). A poliangiite microscopica €
caracterizada pela presenga de glomeruloneftite rapidamente progressiva, envolvimento
pulmonar e lesdes purplricas que ndo sio encontrados na PAN, Os mecanismos
imunopatogénicos que levam s lesdes vasculares nas vasculites sistémicas ndo estdo ainda

totalmente esclarecidos e sdo, provavelmente, heterogéneos.

InfecgBes virais sdo investigadas, j4 por um longo periodo, como fatores
desencadeantes de algumas vasculites sistémicas tais como PAN, doenga de Kawasaki,
granulomatose de Wegener, arterite de células gigantes e a crioglobulinemia mista. Dentre
os virus sugeridos na associagio com as vasculites sistémicas primérias podemos incluir o
B19,

A infecgio pelo parvovirus B19 ocorre no mundo todo e pode apresentar-se
clinicamente inaparente. O B19 pode infectar células endoteliais e induzir inflamagdo
vascular. Uma possivel associagdo entre a infecgio pelo B19 e doengas difusas do tecido
conjuntivo (DDTC), incluindo as vasculites sistémicas primarias, tem sido foco de atengdo

nos altimos anos. Dentre as DDTC destacamos a ES, o LES, a polimiosite e a AR.

Estudos tém demonstrado a presenca de particulas do DNA do B19 na medula
ossea e tambeém na pele de pacientes com ES. FERRI ef af pesquisaram a presenca de DNA
do B19, por PCR, na medula 6ssea de 21 pacientes com ES. A presenga do DNA do B19
foi demonstrada em 57% dos casos e em nenhum dos pacientes do grupo controle.
Em nenhum dos casos observou-se a presenca de viremia. Anticorpos anti-B19 NS1, que é
um possivel marcador de infeccio persistente, foi mais freqiiente nos pacientes com
ES (33%) do que no grupo controle (13%) (FERRI et a/, 1999). Outro estudo investigou a
presenga do DNA do B19, também por PCR, em biépsias de pele de pacientes com ES,
LES, dermatomiosite, morfea, doenga do enxerto versus hospedeiro. Foi observado uma
frequéncia de 75% na presenga do DNA do B19 nos pacientes com ES, mostrando-se

significativamente elevada quando comparada aos controles normais. Diferencas
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significativas entre as outras doengas e os controles normais nio foram observadas.
Estes achados sugerem uma possibilidade do B19 estar envolvido na formagio das lesdes

cuténeas em pacientes com ES (OHTSUKA &YAMAZAK]I, 2004).

Sinais cutineos como rash, febre, mialgia, adenopatia, artropatia nfo destrutiva,
citopenias, diminui¢io de complemento e a presenca de FAN e anticardiolipina sio
freqiientemente observadas no LES e também podem estar presente em alguns casos de
parvovirose. Esta similaridade sugere a possivel participacio do B19 na etiopatogénese do
LES (SEVE et al, 2004). Porém, outros estudos ndo comprovam esta participagio, podendo
apenas sugerir que a presenca do DNA viral possa estar associado a uma
hipocomplementenemia sugerindo que o B19 possa modular a expressdo da doenga, ji que
$30 pacientes imunossuprimidos nfo s6 pela doenga como também pela terapéutica (CHOU
el al, 2000; BENGTSON ef al, 2000; HSU &TSAY, 2001; SEVE er al, 2004).
A associagdo entre o B19 e polimiosite também ndo se confirmou em um estudo realizado
em amostras de tecido muscular em oito pacientes com polimiosite. O DNA do B19 foi
também investigado por PCR, e somente uma amostra mostrou-se positiva (CHEVREL
et al, 2003).

A artrite reumato6ide (AR) tem sido um modelo no qual a persisténcia local do
B19 pode contribuir na patogénese da doenga (TAKAHASHI ef al,1998). TAKAHASHI
et al (1998) encontraram DNA do B19 em tecidos sinoviais de 30 em um total de
37 pacientes com AR, todos eles com IgM negativa para o B19. Também encontraram um
aumento na produgio de TNFa e interleucina 6 (IL-6) por macrofagos e células de medula
Ossea, negativas para o B19, quando cultivadas conjuntamente com células sinoviais dos
pacientes com AR e positivos para o B19. MITCHELL A. (2002) também sugere que a
NS1 do B19 possa ativar a produgio de TL-6 através da ativacdo de macrofagos, linfocitos

B e T em pacientes com patologias auto-imunes associadas a infeccio pelo B19
(MITCHELL A., 2002).

Mecanismos patogénicos que possam explicar a possivel associacdo do Bl9 e
DDTC, bem como as vasculites sistémicas primarias, baseiam-se na deposi¢cdo de
imunocomplexos, alteragdo da funcfio de linfocitos circulantes com alteragdo da imunidade

e/ou um efeito citotéxico direto do virus (SEVE ez al,, 2004). Este efeito citotoxico direto
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pode ser explicado pela existéncia, na superficie das células endoteliais, de um “receptor”
para B19 chamado de antigeno P. O resultado da interacio entre células endoteliais e o
virus sugere que a apoptose celular mediada pelo B19 pode ser um importante mecanismo
de dano celular e tecidual (SOL ef al., 1999). No entanto ainda é desconhecido se o B19

esta realmente envolvido no desenvolvimento de inflamagfo vascular crénica.

Nés ndo observamos a presenga do DNA do parvovirus B19 em uma série
significativa de amostras teciduais obtidas de pacientes com PAN e poliangiite
microscopica. Nosso estudo apresentou algumas limitagSes pela raridade dessas vasculites.
No total dos 48 pacientes, 21 pacientes foram estudados. O motivo das exclusdes sdo
variados. Em viarios pacientes o diagnostico foi feito baseando-se exclusivamente por
arteriografia, outros foram excluidos por processo infeccioso e outros por falta de material
para avalia¢do. Sendo assim um niimero significativo de pacientes ndo pbde ser avaliado

pelos critérios rigorosos de sele¢do, o que ndo invalida o resultado final encontrado.

Nosso estudo foi realizado em tecidos previamente fixados em parafina e a
maioria dos blocos selecionados para o estudo eram de biopsias realizadas ha varios anos
atras. Embora as seqiiéncias de DNA viral possam ser obtidas, por PCR, de tecidos a
fresco, tecidos congelados e tecidos fixados em parafina, sabe-se que a qualidade do DNA
extraido € inferior em tecidos fixados em parafina. Geralmente a fixagdo do tecido é feita
em formol a 10% podendo resultar no enovelamento das proteinas nucleares, na formagdo
de ligagBes entre proteinas e DNA e a fragmentaciio do DNA, dificultando sua extragdo
posterior (CHEN ef al, 1991). O estudo de amostras congeladas foi inviavel pela baixa
incidéncia de PAN e poliangiite microscopica. Nio acreditamos que nossos resultados
foram prejudicados pela extragdo em tecidos antigos emblocados em parafina. Uma vez
confirmada a presenca de DNA viral nas amostras, através de PCR para B-globina humana,
a pesquisa do DNA do BI9 nestas amostras nio estaria prejudicada. Em nosso estudo
quatro amostras de tecido cutdneo, dois na PAN e 2 na poliangiite microscopica, nio
amplificaram por PCR para o gene da B-globina. Houve uma perda de 19% das amostras a
serem avaliadas, mas ndo acreditamos que tenha interferido no resultado final, uma vez que

todas as amostras estudadas (81%) foram negativas.
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Nos pacientes estudados com PAN, a freqiiéncia das manifestagGes clinicas
encontradas s3o semelhantes s descritas anteriormente na literatura, exceto em relaciio a
freqiiéncia de lesdes cutineas onde encontramos uma freqiiéncia de 80%, que foi maior ao
previamente relatado 40% a 65% (GUILLEVIN et al, 1999b; FORTIN et al, 1995;
GUILLEVIN et al, 1992, TRAVERS ef al, 1979). Esta diferenga € explicavel pelas
caracteristicas do estudo, onde foram selecionados histopatolégicos. Em alguns casos, o
diagnéstico de PAN ou poliangiite microscopica é baseado nos achados de bidpsia de
lesSes cutdneas, método de alta especificidade. Porém, também investigamos tecidos de

biopsia renal, muscular e outros 6rgdos, provenientes de laparotomia.

O valor do BVAS, por ocasidio do diagnéstico, foi variavel. Nos pacientes com
PAN o valor minimo encontrado foi de 5 ¢ maximo de 26, e na poliangiite microscopica o
valor minimo de 13 e maximo de 31. O FFS também foi variado nas duas patologias
estudadas. Isto demonstra que os pacientes selecionados para o estudo apresentavam quadro
clinico variado, sendo selecionados pacientes com formas leves mas também com formas
mais graves da doenca. Esses achados sugerem que a parvovirose pode ndo estar associada
a0 desencadeamento de PAN ou poliangiite microscopica tanto em pacientes com formas

leves quanto em pacientes com formas graves de doenga.

Na PAN quatro pacientes iniciaram a doenca antes dos 16 anos, sendo entdo
classificados como PAN na infincia. Na literatura sio descritas associagdes entre PAN e
parvovirose tanto em adultos como em criangas. Na nossa amostra ndo encontramos DN A
do B19 nos tecidos dos pacientes classificados como PAN na infincia. Como foram
investigados adultos e criancas, nossos resultados sugerem que o B19 pode ndo estar

associado a etiopatogenia da PAN em adultos e criangas.

Em relagio as manifestagdes clinicas dos pacientes com poliangiite
microscopica, encontramos uma menor freqiiéncia de envolvimento renal (57%) e uma
maior freqii€ncia de acometimento pulmonar (57%) quando comparados ao anteriormente
descrito pela literatura, 79%-100% e 25%-34%, respectivamente (GUILLEVIN et al, 1999;
SAVAGE et al, 1985). Estes achados podem ser explicados considerando-se que muitos
pacientes com evidéncia clinica de glomerulonefiite sdo encaminhados diretamente i

nefrologia e que como nosso estudo foi realizado em um hospital de referéncia, casos

Discussdo

66



graves com manifestagio pulmonar podem ser mais comumente encontrados. Porém, nio
podemos descartar que o perfil dos pacientes deste estudo seja diferente do dos outros casos

existentes e essa diferenca ter, eventualmente, influenciado no resultado negativo.

Apenas uma paciente apresentou crioglobulina positiva e o diagnostico de
crioglobulinemia mista foi descartado pela imunofluorescéncia e negatividade para o virus
da hepatite C. A associagio de infecgio pelo virus da hepatite C e crioglobulinemia é bem
definida. Nenhum dos casos estudados apresentou envolvimento hepatico. Nos casos de
poliangiite microscopica, crioglobulinemia foi excluida pela auséncia de acometimento
hepatico, sorologia negativa para hepatite C e também por serem pacientes acompanhados

por longa data sem qualquer evidéncia clinica ou laboratorial de hepatite associada.

Ainda € duvidoso se o parvovirus B19 exerce alguma funcdo na etiopatogénese
de algum tipo de vasculite sistémica primaria. Estudos epidemiologicos mostraram uma
flutuagdo ciclica coincidente entre a incidéncia de infecgdo pelo B19 e casos de arterite de
células gigantes (SALVARANI et al., 1995; ELLING ef al., 2000). Além disso, GABRIEL
et al (1999) encontraram uma associagio significativa entre a presenca do DNA do B19,
por PCR, em amostras teciduais fixadas em parafina de artéria temporal, com evidéncia
histopatologica de vasculite, em pacientes com arterite de células gigantes (54%)
comparados a 11% dos pacientes com biopsia de artéria temporal normal. Porém, estudos
posteriores, usando a mesma metodologia, nfio suportam tais achados (HELWEG-LARSEN
etal., 2002; SALVARANI et al., 2002, RODRIGUEZ-PLA et ai., 2004).

VIGUIER ef al (2001) descreveram um caso de PAN em adulto associado a
infeccdo aguda pelo B19 e tratado com imunoglobulina endovenosa que apresentou
remissdo completa em um més apds o tratamento. O paciente apresentou mialgia,
neuropatia periférica e poliartrite com sorologia IgM para B19, comprovado por PCR no
sangue, constatando, portanto, a viremia. Neste caso, tanto a bidpsia de pele quanto de
musculo revelaram vasculite necrosante sugestiva de PAN, porém sem evidéncia do DNA
do B19 nas amostras teciduais. A importancia do reconhecimento da infeccdo pelo B19 em
pacientes com PAN ¢ suportada por relatos anteriores de PAN associada a B19 onde um
paciente apresentou remissdo completa quando tratado com prednisona e ciclofosfamida

(CORMAN & DOLSON, 1992) mas, em outro relato, evoluiu a 6bito com o mesmo
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esquema de tratamento (GACHES er ai, 1993). Em outros dois pacientes tratados com
imunossupressores e imunoglobulina intravenosa observou-se remissio completa da PAN
em ambos, mas somente apos a introdugdio de imunoglobulina (FINKEL ef al, 1994).
ZULLIAN et al (1998) relataram um caso de PAN em crianga tratada com
corticoesterdides e imunoglobulina endovenosa que evoluiu com necrose digital
apresentando remissdo apods uso de iloprost endovenoso. Em trés casos anteriormente
descritos a remissdo clinica da doenga s6 ocorreu apds o uso da imunoglobulina, ou seja,
provavelmente coincidiu com o clearence da viremia. Mesmo diante da evidéncia da
eficicia da imunoglobulina endovenosa nos trés casos descritos nio se pode afastar a
suspeita de que uma regressdo espontinea ou que algum efeito imunossupressor nio
especifico da imunoglobulina possa ter contribuido para essa evolucdo favoravel
(VIGUIER er al, 2001). DURST ef al, (2002) descreveram um caso de infecgio por B19
associado com mielossupressdo e PAN cutinea. Neste caso a parvovirose foi confirmada
por aumento sorologico de IgM. A presenca do DNA viral ndo foi investigado em tecido.
O paciente evoluiu a Obito apesar do tratamento com imunoglobulina endovenosa.
Os autores especulam que a apresentagio clinica de mielossupressio e vasculite estariam

relacionadas 4 infecgdo persistente pelo B19 (DURST et af, 2002).

O termo PAN associada ao B19 tem sido utilizado em analogia & ja conhecida
PAN associada ao virus da hepatite B. TREPO e al. (1974) foram os primeiros a
demonstrar a associagio da PAN com infecgiio pelo virus da hepatite B pelo achado do
antigeno da hepatite B (HBsAg) em 54% de 55 pacientes com diagnéstico de PAN
histologicamente confirmado e um melhor prognostico nos pacientes com apenas anticorpo
positivo (Anti-HBsAg) e naqueles apds soroconversio. Anteriormente, foram encontrados
depositos do antigeno Australia, por estudos imunohistoquimicos, em artérias de grande €
pequeno calibre provenientes do rim, bago e ramos intramusculares de coronarias, obtidas
de pacientes sabidamente portadores de hepatite (NOWOSLAWSKI ef af, 1972). O risco
potencial de haver um aumento na replicagdo viral com o uso de corticoesterdides em
pacientes com PAN e hepatite B tem orientado 4 utilizagio conjunta de agentes anti-virais
(GUILLEVIN ef al. 1995).
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Em analogia ao tratamento da PAN associada & hepatite B, acreditamos que os
casos de PAN associada & parvovirose também requer tratamento diferenciado. O uso
conjunto da imunoglobulina, corticoesterdides ¢ imunossupressores parecem mudar
substancialmente a evolugdo e progndstico desses pacientes. Diante disso, a investigaggo
sorologica de parvovirose em pacientes com PAN e sintomas clinicos sugestivos de

infecgdo pelo B19 deve também ser considerada.

Nos ndo dispanhamos de amostras de soro desses doentes, coincidente com a
ocasido da obtencdo das amostras teciduais, para pesquisa de DNA do B19, bem como
amostras de medula Ossea, porque esse ainda nio é um procedimento de rotina na

investigacdo da PAN e poliangiite microscopica.

Porcentagens elevadas de anticorpos IgG contra o B19 em pacientes com
vasculites sistémicas pode ser um indicativo de falso positivos nestas populagdes uma vez
que a soroprevaléncia dos anticorpos contra 0 B19 em populagdes adultas varia entre 40% e
80% (YOUNG & BROWN, 2004).

A presenca de IgM especifico para B19 em pacientes com vasculites sistémicas
ndo ¢ suficiente para associar a infecgdio como agente desencadeante da doenga. A detecgio
viral diretamente no local (tecido, vaso) se torna necessaria. Como a etiopatogénese da
PAN e poliangiite microscopica € ainda pouco conhecida, a contribuigio de um agente
infeccioso € também dificil de ser estabelecida. O B19 pode iniciar o processo de
inflamag8o vascular, mas desaparecer na fase cronica da doenca. Nos nossos casos as
amostras teciduais foram obtidas na fase inicial da doenga, o que torna pouco provavel que
o virus ja tivesse desaparecido da amostra. Somente dois pacientes estavam em uso de
prednisona na ocasido da obten¢io do material, demonstrando que mesmo na vigéncia de
imunossupressdo, em fases ndo tdo iniciais da doenga, o virus ndo foi encontrado nos locais
de lesdo vascular. A grande maioria dos nossos pacientes nio estavam em esquema de
imunossupressdo na ocasido da obtengdo do material avaliado, o que valoriza nosso estudo,

porque a imunossupressio poderia facilitar a infec¢io ou presenga do B19 nesses pacientes.

A interagdo entre as vasculites sistémicas e as DDTC com o B19 podem ndo ser
etioldgica. E possivel que a susceptibilidade & infecgio pelo B19 ou a replicago viral esteja

aumentada nos tecidos afetados primariamente por um processo inflamatorio. O B19 pode
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permanecer latente nas células inflamatorias, resultando em um aumento na freqiiéncia do
B19 nas amostras teciduais na arterite de células gigantes, esclerose sistémica e alguns
casos de PAN. A demonstra¢do do tropismo do B19 por linfocitos Te B e macrofagos
reforcam esta hipotese (SEVE et al, 2004).

O curso clinico da parvovirose pode simular vasculite sistémica primaria, como
a poliangiite microscopica e PAN, pois pode se manifestar com artrite, anemia,
pneumonite, glomerulonefrite ¢ manifesta¢des neuroldgicas como a neuropatia periférica
(DASS et al, 2004). A etiopatogenia da lesdo pulmonar na parvovirose ainda ¢
desconhecida, especulando-se que pode ser resultado do efeito direto do virus sobre os
pneumocitos, da resposta imune do hospedeiro ou mesmo de uma vasculite como

manifestacdo da parvovirose (DASS ez al, 2004),

Nao existem evidéncias sorologicas de infecgdo pelo B19 em pacientes com
GW e poliangiite microscopica, vasculites sistémicas primarias sabidamente associadas ao
ANCA (NIKKARI ¢f al., 1995; EDEN ez al., 2003). Entretanto, ndo ha relatos de pesquisa
de DNA viral em tecidos pelo método PCR. Por outro lado, foram encontrados ANCA em
pacientes com infecgdo aguda pelo B19, o que pode sugerir uma correlacio entre o Bi19 e
os eventos imunologicos relacionados ao desencadeamento ou perpetuacio das vasculites

sistémicas primarias (CHOU ez a/., 2000).

HERMAN et al (2004) observaram a presenca transitoria de C e P-ANCA em
15% numa amostra de 50 individuos com infecgiio aguda pelo B19. Apesar da possibilidade
reago falso-positiva para o ANCA, ha a possibilidade da infecgfio pelo B19 estar realmente
relacionada a produgio destes auto-anticorpos, atuando como desencadeante desse distiirbio
imunologico. Somente um dos nossos pacientes com poliangifte microscopica foi ANCA
positivo o que nos impossibilita a qualquer conclusio referente a nossos pacientes com
vasculite associada a0 ANCA, Ressaltamos também que avaliamos amostras teciduais de
pacientes a partir de 1985, quando a pesquisa do ANCA ainda nio estava disponivel, ndo

sendo realizado em todos pacientes investigados nesse estudo.

Foi avaliado um ndmero satisfatério de pacientes com PAN, vasculite
reconhecidamente néo associada a0 ANCA, o que nos sugere que o B19, provavelmente,

n3o exerce fungdo na etiopatogénese deste tipo de vasculite. Em revisio bibliografica
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recente nao encontramos estudos avaliando a presenca de DNA do B19 em amostras

teciduais de pacientes com PAN.

Os casos anteriormente relatados e com os achados do nosso estudo sugerem
que o parvovirus B19 néo esta relacionado com o desencadeamento da PAN idiopatica e da
poliangiite microscopica, podendo se tratar apenas de uma associagio fortuita entre os dois.
Logo, a hipotese de que uma infecgio endotelial crénica pelo B19 pode desencadear
vasculite € improvavel para PAN e poliangiite microscopica. No entanto, nio podemos
descartar que a infecgdo de linfocitos pelo B19 possa alterar a imunidade e desencadear

uma serie de eventos inesperados.

Discussdo
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» Nossos resultados niio confirmam a hipdtese da possivel participagio do B19 no
desencadeamento da PAN e poliangiite microscopica.

» Os casos de PAN ou poliangiite microscépica e parvovirose anteriormente relatados

podem ser decorrentes apenas de uma associacio fortuita entre as duas doengas.

Concliusdo
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Achados histopatologicos nos tecidos dos pacientes estudados

1- Histopatologia - PELE
Nome:

N° biopsia:

1- Vasos afetados:
1.1- Localizagdo - derme: ( ) superficial
( ) média

( ) profunda

1.2- Caracterizagfo: ( )vénula/capilar/arteriolas () artéria

1.3- Tamanho/Calibre: - didmetro: { ) médio ( ) pequeno

1.4- Alteragdes no vaso: ( ) tumefacio endotelial

( ) necrose fibrindide

( ) extravasamento de eritrocitos

( ) infiltrado inflamatorio (caracterizaglio em +)
( ) hnfocitos
( ) histideitos/macrdfagos
( ) plasmocitos
{ ) PMN-neutrofilos
( ) leucocitoclasia

{ ) eosinofilos

( ) células epitelidides

( ) celulas gigantes/granuloma
( ) fibras elasticas ( ) continuas

( ) descontinuas

( )replicada

Anexo 1
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2- Histepatologia - NERVO
Nome;

N° bidpsia:

1- Vasos afetados:
1.1- Localizagdo — derme: ( ) epineural
{ ) perineural

( ) endoneural

1.2- Caracteriza¢do: { ) vénula/capilar/arteriolas ( ) artéria

1.3- Tamanho/Calibre: - didmetro: ( ) médio ( ) pequeno

1.4- Alteragdes no vaso: ( ) tumefacgdo endotelial

( ) necrose fibrindide

( ) extravasamento de eritrocitos

( ) infiltrado inflamatério (caracterizagiio em +)

( ) fibras elasticas

( ) hinféceitos

( ) histiocitos/macrofagos

( ) plasmocitos

( ) PMN-neutréfilos

{ ) leucocitoclasia

() eosinofilos

( ) celulas epiteliodides

() células gigantes/granuloma
( )continuas

{ ) descontinuas

( )replicada

Anexo i



3- Histopatolegia - ORGAO VISCERAL
Nome:

N° biopsia:

ORGAO:

1- Vasos afetados:

1.1- Localizagdo — derme: ( ) corion mucosa
( ) submucosa
( ) mucosa

( ) serosa

1.2- Caracterizagdo: ( ) vénula/capilar/arteriola ( ) artéria

1.3- Tamanho/Calibre: - didmetro: ( ) médio ( ) pequeno

1.4~ Alteragdes no vaso: { ) tumefacio endotelial
() necrose fibrindide
{ ) extravasamento de eritrocitos
( ) infiltrado inflamatorio (caracterizagio em +)
( ) linfécitos
() histiocitos/macrofagos

( ) plasmocitos

( ) PMN-neutrofilos

( ) leucocitoclasia

( ) eosinofilos

() células epitelidides

( ) células gigantes/granuloma
( ) fibras elasticas { ) continuas

{ ) descontinuas

( ) replicada

Anexo 1
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4- Histopatologia - ORGAO PARENQUIMATOSO
Nome:

N° bidpsia;

ORGAO:

1- Vasos afetados:

1.1- Caracterizago: ( ) vénula/capilar/arteriola ( ) artéria
1.2-Tamanho/Calibre: - didmetro: ( )médio ( ) pequeno

1.3~ Alteragdes no vaso: ( ) tumefagio endotelial
( ) necrose fibrinbide
() extravasamento de eritrocitos
( ) infilrado inflamatorio (caracterizagio em +)
( ) linfocitos
() histiécitos/macrofagos
( ) plasmocitos
() PMN-neutrofilos
( ) leucocitoclasia
( ) eosindfilos
{ ) células epitelidides
() células gigantes/granuloma
( ) fibras elasticas ( ) continuas
{ ) descontinuas

{ ) replicada

Anexo !
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