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Doencas Infecciosas sdo uma das maiores causas de complicagcdes que
ameacam a vida dos pacientes com doengas reumaticas. O citomegalovirus, um
betaherpesvirus, € o maior causador de morbidade e mortalidade em individuos
imunossuprimidos, podendo causar febre e danos a 6rgdos como, pulméo, figado,
trato gastrointestinal, medula 6ssea e retina. Pacientes com LES fazem uso de
imunossupressores e estao sob risco de reativar a infecgao latente pelo HCMV.
Os pacientes HCMV-IgG positivos que usam imunossupressores devem ser
monitorizados usando a N-PCR e/ou HCMV antigenemia para que o tratamento
antiviral precoce possa suprimir a reativagao viral e consequentemente a doencga
associada. Diante do exposto, foram monitorizados 40 pacientes com diagnéstico
de Lupus Eritematoso Sistémico (SLE) em relacdo a infeccao ativa pelo
citomegalovirus humano (HCMV) utilizando as técnicas de Nested-PCR (N-PCR) e
Antigenemia (AGM). Foi também verificado o status sorologico IgM e IgG anti-
HCMV por ELISA. Para tanto, foram necesséarias 2 amostras de sangue por
paciente, obtidas através de puncao venosa. Os pacientes encontravam-se em
diferentes estagios da doencga lupica ou tratamento especifico. Os objetivos deste
estudo foram: detectar a presenga do DNA e do antigeno pp65 do HCMV
utilizando as técnicas de N-PCR e AGM, respectivamente, em amostras de
sangue periférico de pacientes com LES; verificar o impacto clinico causado pela
infeccdo ativa e doenga por HCMV nos pacientes desta casuistica; verificar a
presenga das imunoglobulinas IgG e IgM anti-HCMV pelo método de ELISA.
Todos os pacientes apresentaram sorologia IgG-HCMV reagente. Dos pacientes
estudados, 4/40 (10%) apresentaram infecgao ativa pelo HCMV detectado por N-
PCR e/ou AGM. Destes, 3 estavam com a doencga lupica em atividade (SLEDAI =
6). Entre os pacientes com infecgdo ativa pelo HCMV, 2/4 (50%) apresentaram
sintomas compativeis com doenca por HCMV. Um destes pacientes foi a dbito por
sepse de foco pulmonar, compativel com doenca por HCMV. Apesar da infecgao
ativa por HCMV nao ser frequente nos pacientes com LES, quando ocorre é de
extrema gravidade, podendo levar o paciente a obito. A utilizagdo de diagndstico
precoce da infeccdo ativa pelo HCMV € muito importante, pois permite um

tratamento mais precoce e mais efetivo em relagdo ao diagndstico soroldgico,
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principalmente em pacientes com falha imunolégica como os pacientes deste

estudo.
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Active HCMV infection (HCMV) in patients with Systemic Lupus
Erythematosus (SLE)

Infectious diseases are a major cause of life-threatening in patients with rheumatic
disease. The cytomegalovirus, a betaherpesvirus, is the major cause of morbidity
and mortality in immunosuppressed hosts may cause fever and damage to organs
such as lung, liver, gastrointestinal tract, bone marrow and retina. Patients with
SLE make use of immunosuppressive and are at risk of reactivate latent infection
by HCMV. The HCMV-IgG seropositive patients using immunosuppressive should
be monitored using the N-PCR and/or HCMV antigenemia for the early antiviral
treatment can suppress viral reactivation and consequently the associated disease.
Given the foregoing, monitored 40 patients were diagnosed with Systemic Lupus
Erythematosus (SLE) for the active infection by the human cytomegalovirus
(HCMV) using the techniques of nested-PCR (N-PCR) and Antigenemia (AGM). It
was also checked the status serum IgM and IgG anti-HCMV by ELISA. For both,
were needed 2 samples of blood per patient, obtained by venipuncture. The
patients were in various stages of the disease lupus or specific treatment. The
objectives of this study were: to detect the presence of DNA and antigen of the
pp65 HCMV using the techniques of N-PCR and AGM, respectively, in samples of
peripheral blood of patients with SLE; verify the clinical impact caused by active
infection and disease by HCMV patients in this series; verify the presence of
immunoglobulins IgG and IgM anti-HCMV by the method of ELISA. All patients had
serology IgG-HCMV reagent. Of the patients studied, 4/40 (10%) had active
infection by HCMV detected by N-PCR and/or AGM. Of these, 3 were in lupus
activity (SLEDAI = 6). Among patients with active infection by HCMV, 2/4 (50%)
had symptoms consistent with disease by HCMV. One of these patients developed
sepsis with pulmonar focus and died probably by HCMV. Despite the active HCMV
infection were uncommon in these patients, the outcome are othen fatal. The use
of early diagnosis tests of active infection by HCMV is very important because it
allows a treatment earlier and more effective in relation to the serological

diagnosis, especially in patients with immunity fail as the patients in this study.
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1. Introdugao
1.1 Histérico do Lupus Eritematoso Sistémico (LES)

O Lupus € uma doenca conhecida desde 1828, quando foi primeiramente descrito
pelo dermatologista francés, Biett. Os primeiros estudos eram simples descricbes da
doenga, com énfase nos problemas da pele. Um dermatologista chamado Kaposi, 45 anos
mais tarde, notou que alguns pacientes com lesdes na pele tipicas do Lupus, mostravam
sinais de que os orgaos internos também estavam afetados. Nos idos de 1890, Willian
Osler, um famoso médico americano, observou que o Lupus podia afetar 6rgdos internos
sem lesdes na pele. Em 1948, Malcon Hargraves da Clinica Mayo descreveu a célula LE,
como sendo uma célula em particulas encontrada no sangue de pacientes com LES
(Lupus Eritematoso Sistémico). Sua descoberta permitiu que os médicos identificassem
mais casos de LES usando simplesmente um exame sanguineo. Como resultado, durante
0s anos seguintes o numero de casos de LES cresceu com regularidade. Desde 1954,
varias proteinas incomuns (anticorpos), que agem contra os tecidos do paciente foram
associadas ao LES. A deteccdo dessas proteinas anormais tem sido usada para
desenvolver testes mais sensiveis ao diagndstico do LES (teste do anticorpo anti-nucleo).
A presenca desses anticorpos pode ser resultado de outros fatores que nao o LES
(WALACE et al, 1993).

1.2 Definigao

O Lupus eritematoso sistémico (LES) € uma doenca inflamatdria cronica do tecido
conjuntivo caracterizada por alteragbes auto-imunes e grande polimorfismo de
manifestagdes clinicas. Essa patologia pode acometer um ou mais 6rgéaos ou sistemas, de
forma concomitante ou consecutiva com evolugdo e prognéstico muitas vezes
imprevisiveis (QUAGLIATO et al, 1989 et al, SATO et al, 1994, MATOS CARNEIRO et al,

1997), sendo assim de amplo espectro de manifestagdes, e clinicamente caracterizada por
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periodos de exacerbacdes e remissdes com curso e prognosticos variaveis. (SATO et al,
2004).

1.3 Epidemiologia do LES

» Sua incidéncia é mais frequente no sexo feminino, entre mulheres jovens,
particularmente na idade reprodutiva, na proporgcédo de 9:1 em relagdo aos homens, sendo
menos frequente na infancia e nos idosos (SATO et al, 1994, WALLACE & METZGER,
1996).

»  Pode ocorrer em qualquer idade: sendo que o pico de inicio dos sintomas varia
entre 15 e 45 anos, com média de idade de 30 anos, a época do diagnéstico (SCOTTON,
2000).

> Prevaléncia: O LES é uma doenca de distribuicdo universal, com prevaléncia
variavel entre as diversas regides do planeta. Nos Estados Unidos a doencga é trés vezes
mais comum entre mulheres negras do que brancas, tendo uma prevaléncia que varia de
14,8 a 50,8 casos/100.000 habitantes (GLADMAN & UROWITZ, 1994, HOCHBERG,
1993). Na Inglaterra, Japdo e Suécia a prevaléncia dessa patologia tem sido estimada
respectivamente em 12, 21 e 39 pacientes por 100.000 habitantes (GLADMAN &
UROWITZ, 1994, HOCHBERG et al, 1995). Na Inglaterra, a prevaléncia € maior entre
afro-caribenhos com 207 casos/100.000 habitantes, seguidos por asiaticos e brancos
(48,8 e 20,3 casos/100.000 habitantes, respectivamente) (GLADMAN & UROWITZ, 1998).
Estudos epidemioldgicos realizados na ultima década sugerem que o lupus é mais comum
entre certas populagdes asiaticas (filipinos e chineses) e mais prevalentes no continente
africano do que se imaginava anteriormente. Nos EUA observa-se uma maior prevaléncia

e gravidade entre hispanicos e indios do que entre os brancos (WALLACE et al, 1999).

> No Brasil: embora nao existam estudos epidemiolégicos sobre esta enfermidade,
acredita-se que a prevaléncia seje alta tanto em adultos quanto em criangas (CHAHAD et
al, 1995, MARINI & COSTALLAT, 1999) sendo que alguns autores tém relatado uma
maior incidéncia de LES em mulheres caucaséides. Esse achado pode estar refletindo a

composi¢cao do grupo de individuos estudados, embora a alta miscigenagcédo da nossa
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populagcdo muitas vezes dificulte a caracterizacdo da raca (QUAGLIATO et al, 1989,
COIMBRA, 1991, SATO et al, 1991, COSTALLAT, 1992; HILARIO et al, 1992, COIMBRA,
1993).

» Descrito em todas as ragas, mas nao se distribui igualmente entre elas: Segundo
Bonfa e Borba Neto, (Borba EF; Bonfa E, 2001) o LES acomete uma em cada 1.000
pessoas da raga branca e uma em cada 250 pessoas da ragca negra. Embora seja mais
prevalente na raga negra, pode ocorrer em todas as etnias e regides geograficas. Relatos
na literatura apontam que algumas doencgas, e entre elas o LES, ndo somente afetam com
maior freqiéncia minorias populacionais, mas também apresenta um progndstico menos
favoravel entre elas (FESSEL, 1974; WARD & STUDENSKI, 1990; JOHNSON et al, 1995;
KARLSON et al, 1997). Tais caracteristicas tém sido relacionadas a diferencas biologicas
geneticamente determinadas. O estudo do progndstico do lupus, entre grupos raciais,
merece cuidado. Segundo os antropologistas, raga implica em individuos geneticamente
homogéneos, o0 que somente seria possivel em grupos humanos totalmente isolados, o
que geralmente n&o é o caso. Da mesma forma, a literatura médica tem enfatizado o quéo
arbitrarias e relativas podem ser as designagdes raciais (MCKENZIE & CROWCROFT,
1994; HUTH, 1995; MCKENZIE & CROWCROFT, 1996; BHOPAL, 1997; FUSTINONI &
BILLER, 2000). A maioria dos estudos em lupus e também em outras condigdes, esta
mais relacionada a grupos étnicos que a grupos raciais, ou seja, esses estudos sao
realizados entre individuos que dividem a mesma cultura ancestral, origem geografica,
linguagem e um sistema de tradi¢cbes, crengas e comportamentos que Ihes confere um
importante elo entre si (ALARCON & LOWE, 2001).

1.4 Etiologia do LES

Em relacao a etiologia e fisiopatogenia do Iupus, apesar dos avangos ocorridos nas
ultimas décadas, alguns aspectos permanecem obscuros. Assim, admite-se que a
interagcdo de fatores genéticos, virais, hormonais e ambientais, de forma ainda nao

totalmente esclarecida, participe do desencadeamento e desenvolvimento da doenga
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(COSTALLAT, 1995). Estudos realizados em hispanicos, negros e brancos, concluiram,
que além da origem étnica, fatores socio-econdmicos, imunoldgicos, imunogenéticos,
comportamentais e psicologicos sao variaveis importantes a serem consideradas no
desencadeamento da doenga (ALARCON et al, 1999).

Alguns fatores estdo implicados na etiologia da doenca:

e Fatores Genéticos: Parecem exercer importante papel no desenvolvimento do
Lupus eritematoso sistémico. O risco relativo de desenvolvimento do LES entre familiares
€ cerca de 6,8 vezes maior quando comparados a uma populagao controle (GLADMAN &
UROWITZ, 1998). No que diz respeito aos antigenos leucocitarios humanos, uma maior
frequéncia de HLA-DR2 e DR3 tem sido demonstrada em pacientes com Iupus (LAHITA,
1997; FERNANDES et al, 1998; EROGLU & KOHLER, 2002). Estudos realizados em
doentes caucasoides brasileiros, sugerem que o HLA - DR2 pode ter importante papel na
suscetibilidade ao LES bem como o HLA- DR3 parece estar associado a nefrite lupica
(FERNANDES et al, 1998).

e Fatores hormonais: Em relagcédo aos fatores hormonais, observa-se um predominio
da doenca em mulheres na fase adulta, durante a gestagao, no pos-parto e durante o uso
de anticoncepcionais orais, em particular aqueles que contém estrogenos, uma vez que
estes aumentam a producdo de autoanticorpos e sdo capazes de ocasionar depressao da
imunidade celular (HOCHBERG et al, 1997; CAMERON et al, 1999; WALLACE, 1999).

e Fatores ambientais: Quanto aos fatores ambientais, o antecedente de exposi¢ao
solar aparece em cerca de 36% dos pacientes com lupus em atividade e o numero de
novos casos ou de exacerbagao da doencga, em paises de clima frio, encontra-se elevado
no verdo e nos ultimos meses da primavera (ROTHFIELD et al, 1993). O
desencadeamento do lupus pela luz ultravioleta poderia ser explicado pela indugao de
células T supressoras ou pelo aumento da apoptose dos queratindcitos (WALLACE,
1999).

e Estresse Psicologico: Este fator é considerado por muitos estudiosos, como de
particular importancia no desencadeamento da doencga e de suas agudizagdes. (AYACHE,
2005).
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e Fatores Infecciosos: Agentes infecciosos também  participam no
desencadeamento da doenga, embora nenhum estudo tenha provado uma etiologia viral
definida para a doenga (CAMERON, 1999, UTHMAN, 1999). De fato, muitos estudos tem
tido os agentes infecciosos como agente etioldgico de doengas reumaticas, embora varios
argumentos sugerem que sim. Por outro lado, tem sido mostrado que as infecgbes podem
também proteger contra doengas auto-imunes de acordo com a hipdétese da higiene

inicialmente formulada para as doengas alérgicas (Bach, 2005).

Trés mecanismos tém sido propostos em relacéo aos efeitos das infecgdes nas

doencas auto-imunes:

e Ativacao policlonal dos linfocitos;

e Mimetismo Molecular: A principal fungdo do sistema imune é distinguir antigenos
estranhos dos componentes proprios. Quando um individuo é infectado, por
exemplo, por virus este patdégeno ele é sequestrado e comega uma resposta celular
e consequentemente a producéo de anticorpos contra aquele virus. O que acontece
na teoria do mimetismo, € que o0s anticorpos produzidos contra antigeno
especificos, reconhecem também células do préprio organismo que por sua vez é
parecido com o antigeno ja reconhecido anteriormente. A doenga auto-imune é
uma resposta imunologica contra um antigeno proprio. Os possiveis mecanismos
envolvidos na auto-imunidade sdo: reatividade cruzada entre Ag de
microorganismos estruturalmente similares aos antigenos proprios; quando
um peptideo proprio deixa de ser tolerado a reacgao inflamatéria provoca a aparigao
de mais autoantigenos = Dispersao de epitopos. (Barzilai O, et al, 2007; Oldstone,
1998; Bach, 2005)

¢ Imunogenicidade aumentada por auto-antigenos de O6rgdos secundarios a

inflamacao mediada pelas infecgoes.

Varios agentes infecciosos induzem uma inflamacao localizada em 6érgaos alvo,
como ocorre por virus. Essa informagao pode ser a origem de uma resposta auto-imune

especifica do 6rgdo ao qual podera perpetuar a inflamagéo. (Bach, 2005).
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O bindmio lupus-infecgcdo por HCMV ainda nao esta bem esclarecido, sendo que as
manifestagcdes clinicas de ambos (da infecgdo ativa pelo HCMV e atividade da doenga
lupica) ocorrem concomitantes, dificultando um diagndstico diferencial preciso (SANTOS,
1998; YODA et al, 2006).

1.5 Critérios para diagnéstico e classificagao do LES

Para o diagnéstico do LES, costuma-se utilizar os critérios de classificagao
propostos em 1982 (Tan EM, et al, 1982; Hochberg MC, 1997). O diagndstico se baseia

na presenga de quatro ou mais dos onze critérios estabelecidos: eritema malar; lesao

discéide, fotossensibilidade, ulceras orais/nasais, artrite, serosite, comprometimento renal,
alteragdes neuroldégicas, hematoldégicas, imunolégicas e presengca de anticorpos
antinucleares (Cecil et al, 2004) (Tabela 1).

Tabela 1: Critérios para diagnostico e classificacdo de Lupus Eritematoso

Sistémico.

CRITERIO DEFINICAO

Erupcédo malar Eritema fixo, plano ou elevado sobre as eminéncias malares com
tendéncia a poupar as pregas nasolabiais

Erupcgéo discoide Manchas eritematosas elevadas com escamas ceratéticas aderentes e
entupimento folicular; pode ocorrer fibrose atréfica nas lesdes mais antigas

Fotossensibilidade Erupgdo cutdnea como resultado de reagdo incomum a luz solar, pela
histéria do paciente ou pela observagao do médico.

Ulceras orais Ulceracao oral ou nasofaringea, habitualmente indolor observada por um
médico.

Artrite Artrite ndo erosiva com acometimento de duas ou mais articulagbes
periféricas caracterizada por hipersensibilidade, tumefacao ou derrame

Serosite Pleurite — relato convincente de dor pleuritica ou atrito ouvido por um
médico ou evidéncias de derrame pleural; Pericardite — documentada por
ECG ou atrito ou evidéncias de derrame pericardico

Disturbio Renal proteinuria persistente superior a 0,5g/dia ou superior a 3+ quando nao se
realiza quantificagcdo; cilindros celulares — podem ser hematicos, de Hb,
granulares, tubulares ou mistos

Disturbios neurolégicos Convulsdes na auséncia de medicamentos responsaveis ou de disturbios
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metabdlicos conhecidos; Psicose na auséncia de medicamentos
responsaveis ou de distlrbios metabdlicos conhecidos

Disturbios hematolégicos Anemia hemolitica com reticulocitose ou Leucopenia inferior a 4000mm3
em duas ou mais ocasibes; Linfopenia inferior a 1500 mm3 em duas ou
mais ocasides ou Trombocitopenia menos de 100000 mm3 na auséncia de
medicamentos responsaveis.

Anticorpo Anti-nuclear* Um titulo anormal de anticorpo antinuclear por imunofluorescéncia ou por
um ensaio equivalente em qualquer momento no tempo e na auséncia de
medicamentos sabidamente associados com a sindrome "lUpica induzida
por medicamentos"

Alteragdes imunoldgicas Anticorpos anti-DNA dupla cadeia; anti-Sm ou anticorpos Sm nuclear;
falso-positivo para sifilis por pelo menos seis meses; anticorpos
antifosfolipideo

Cecil et al, 2004.

1.6 indices utilizados para medir a atividade do Lupus Eritematoso Sistémico

Reconhecer o grau de atividade da doenga em um paciente com LES é de grande
importancia, ja que muitas decisdes terapéuticas se baseiam nessa avaliagao (Bittencourt,
R, et al, 2003; Saiki, RK, et al, 1988).

Liang et al,1988, faziam referéncia acerca de 60 sistemas ja criados com a intengéo
de definir e medir a atividade em LES. Nos anos 80, a preocupagao com a validade e
comparabilidade desses indices gerou alguns estudos (Bezerra, ELM, et al, 2005;
Kasapcopur O, et al, 2006; Rus V, et al, 2002), com a busca de indices que pudessem ser
mais amplamente utilizados, tendo sido, inclusive, realizados “workshops” com este fim.'%

Dentre os sistemas de critérios de atividade ja publicados, os mais amplamente
testados tém sido: SLEDAI (systemic lupus erythematosus disease activity index), SLAM
(Systemic Lupus Activity Measures), BILAG (British Isles Lupus Assessment Group) e LAl
(Lupus Activity index) (Bombadier C, et al, 1992; Liang MH, et al, 1988).

Os itens constantes do SLEDAI com suas respectivas pontuacbes sao os
seguintes: convulsdes (8), psicose (8), sindrome cerebral organica (8), disturbios visuais
(8), alteragdes dos nervos cranianos (8), cefaléia do LES (8), acidente cerebrovascular (8),

vasculite (8), artrite (4), miosite (4), cilindros urinarios (4), hematuria (4), proteinuria (4),
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piuria (4), novo “rash” (2), alopécia (2), ulceras de mucosa (2), pleurite (2), pericardite (2),

complemento baixo (2), positividade para anticorpos anti-DNA ou aumento de titulo, de

acordo com o método utilizado para sua determinacao) (2), febre (1), trombocitopenia (1),
leucopenia (1). (Bombadier C, et al, 1992; Liang MH, et al, 1988).

1.7 TRATAMENTO DO LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO

A maior parte dos sintomas decorrentes do Lupus Eritematoso Sistémico deve-se a

inflamacao e, assim sendo, o tratamento destina-se a reduzir essa inflamacao. Quatro

grupos de medicamentos sdo usados para tratar pacientes com Lupus,

Os Antiinflamatorios nao-esteréides (AINEs) sao utilizados para controlar a dor
provocada pela artrite. Em geral, estes medicamentos s&o prescritos apenas por
pequenos periodos de tempo, com instrugbes para diminuicdo da dosagem
conforme ocorram melhoras na artrite.

Os glicocorticoides como a prednisona ou a prednisolona sdo utilizados para
reduzir a inflamacdo e para imunossuprimir a atividade alterada do sistema
imunitario. S&o as principais terapias para o Lupus eritematoso. Em geral, o
controle inicial da doenga nao pode ser alcancado sem administragao diaria de
glicocorticosteroides por um periodo de varias semanas ou meses, requerendo a
manutencdo destes medicamentos durante muitos anos. A dose inicial e a
frequéncia da sua administragdo dependem da gravidade da doenga e dos
sistemas organicos afetados. Empregam-se normalmente elevadas doses orais
ou intravenosas de glicocorticoides no tratamento de anemia hemolitica grave, de
doenga do sistema nervoso central e dos tipos mais graves de envolvimento
renal. As criancas tém uma sensacgao evidente de bem estar e aumento de
energia no espacgo de dias apos o inicio da terapia com glicocorticéides. Apos a
melhora dos sintomas, a reducdo das doses do medicamento é feita

gradualmente até a dose minima que mantera o bem estar do paciente.
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Os agentes Imunossupressores como a azatioprina e a ciclofosfamida agem de modo
diferente dos glicocorticoides. Suprimem a inflamacdo e tendem ainda a diminuir a
resposta do sistema imunitario. Estes medicamentos podem ser utilizados quando os
glicocorticéides por si s6 ndo conseguem controlar o LES ou quando os glicocorticéides

causam efeitos secundarios graves. (Sato El; et al, 2002)

1.8 Infecgdes por Citomegalovirus em pacientes com Lupus Eritematoso Sistémico

O Citomegalovirus € um dos agentes virais mais importantes em pacientes
imunossuprimidos. Em pacientes com lupus eritematoso sistémico, infecgdes sdo uma das
principais causas de morte nestes pacientes, superando até mesmo a mortalidade
causada pela atividade da propria doenga (Haiashi T, et al, 1998). A identificacdo dos
pacientes com infeccdo ativa pelo HCMV é um marcador precoce para selecionar
pacientes com alto risco de desenvolver doenga por HCMV, permitindo um melhor
prognéstico a esse grupo de risco (Costa SCB, et al, 1994; Costa SCB, et al, 1999; Bonon
SHA, et al, 2006; Mori T, et al, 2004; Tanaka Y, et al, 2008; Kashiwagi Y, et al, 2007).

Pacientes lupicos tem grande propensao para desenvolver infecgbes (Rosner S, et
al, 1982; Denman AM, 2000; Sekigawa |, et al, 2002; Sekigawa |, et al, 2001) ndo sé
devido a imunossupressado induzida pela propria doengca como pelo uso de varios
medicamentos utilizados para seu tratamento.( Hellmann DB et al, 1987; Segal BH et al,
1997; Sato El, et al, 2004)

E importante o diagnéstico diferencial entre atividade da doenca lGpica e a doenca
por HCMV, lembrando da possibilidade da coexisténcia de ambas: assim como a
existéncia da co-morbidade (Magalhdes MB et al, 2003) Entretanto, o bindmio Iupus-

infeccdo por HCMV é marcado por uma série de pontos ambiguos e intrigantes, tais como:

- O HCMV é um dos agentes virais implicados na etiologia desta doenga e/ou na

inducéo de surto agudo da mesma,;
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- Muitas das manifestagdes clinicas da infecgao ativa por HCMV, se confundem
com as do proprio lupus, dificultando um diagnostico diferencial preciso (Santos DD
et al, 1998; Yoda Y et al, 2006; Bonon SHA et al, 2006).

A coexisténcia de infecgao ativa por HCMV e LES tem sido descrita na literatura
através de relatos de casos e estas descricdbes demonstram uma dificuldade na separacgao
dos sintomas e sinais de cada uma das doengas (Santos DD et al, 1998; Kasapcopur O et
al, 2006; Kang | et al, 2004; Denman AM, 2000; Sekigawa |, et al, 2002; Sekigawa |, et al,
2001; Ayashi DG et al, 2005; Mori T, et al, 2004; Katagiri A, et al, 2008; Yoda Y, et al,
2006; Chang M, et al, 2005). Aléem da semelhanca entre os sintomas, a confus&o entre as
doencas pode ser aumentada pelo fato dos individuos com infecgao ativa por HCMV
poderem apresentar FAN (fator anti-nucleo) e fator reumatdéide transitoriamente positivos e
pacientes com testes positivos para fator reumatéide poderem apresentar falso IgM
positivo para citomegalovirus (Ravel R et al, 1995; Horwitz CA et al, 1986; Cannavan FPS
et al, 1998).

Estudo com sorologia IgM e IgG anti-HCMV pelo método de ELISA, realizado em
1998 por Cannavan e colaboradores em pacientes com lupus, mostrou que resultados
falsos positivos para IgM anti HCMV, podem ocorrer devido a presenga de autoanticorpos
relacionados ao lupus. (Cannavan FPS et al, 1998)

Também a elevacéao de titulos IgG tem sido observado em pacientes com LES e
pode refletir a ativacado inespecifica de linfocitos B. (Ravel R et al, 1995; Horwitz CA et al,
1986; Cannavan FPS et al, 1998).

Para evitar o risco de obter resultados falso-positivos com os testes de ELISA,
métodos de diagndstico de infeccdo ativa pelo HCMV mais especificos devem ser
considerados. Em particular, os testes de PCR e antigenemia sdo de grande utilidade na
deteccdo da infecgdo ativa pelo HCMV (Zhang, et al, 2001) por serem precoces,

especificos e sensiveis.
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1.9 CITOMEGALOVIRUS HUMANO

O citomegalovirus, também conhecido como HHV-5, é um herpesvirus humano,
classificado como um beta herpesvirus, baseado em critérios morfolégicos e bioquimicos.
A morfologia dos virus do grupo herpes era desconhecida até 1960, quando foi observado
por microscopia eletrdnica, capsideo, protéico de forma icosaédrica, rodeado por uma
camada amorfa de proteinas, tegumento, e envolvido por uma bicamada lipidica, onde se
encontram as glicoproteinas virais. Devido a semelhanga morfolégica e a presenga do
DNA de fita dupla, o citomegalovirus foi considerado um membro do grupo herpes. Em
1973, o grupo de estudos dos herpesvirus do Comité Internacional para Nomenclatura dos
Virus decidiu nao utilizar o termo “citomegalovirus” e recomendou que fosse dado um
numero arabico a todos os herpes virus: o citomegalovirus humano ficou classificado
como Herpesvirus Humano 5 (HHV-5). Em 1979 este comité reabilitou o nome de
citomegalovirus e dividiu a familia Herpesviridae em 3 subfamilias representando os virus
herpes simples (Alphaherpesvirinae), citomegalovirus, herpesvirus humano tipo 6 e tipo 7
(Bethaherpesvirinae) e o grupo dos virus linfoproliferativos (gammaherpesvirinae) (HO,
1991; BROWN & ABERNATHY, 1998; JUNQUEIRA, 2008).

1.9.1- Estrutura Viral

O Citomegalovirus possui um didmetro de aproximadamente 200nm, e consiste
de: 1) um core linear, com fita dupla de DNA; 2) um capsideo icosaédrico de
aproximadamente 150 nm de didmetro contendo 162 capsémeros; 3) um material amorfico

e assimétrico contendo glicoproteinas virais em sua superficie (envelope) (ZAIA, 1990)
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Capsomero
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Glicobroteinas

Fonte: Copywright 1994 — 97 Marko Reschke

Figura 1- Estrutura viral do citomegalovirus humano (HCMV)

O tamanho do genoma do HCMV é de aproximadamente 230 Kilobases (229.354
pares de bases-Gene Bank NC001347) ou massa molecular relativa de 150-155x10° e
uma densidade de 1.716-1.717 g/cm® correspondente a 58% de guanosina e citosina.

Este grande genoma codifica mais de 200 proteinas e é composto de duas regides
unicas definidas como longa (UL) e curta (US), flanqueada por sequéncias repetidas
invertidas localizadas internamente (IRL e IRS) e nas extremidades (TRL TRS) (CHEE
etal, 1990; STINSKI, 1990).

1.9.2 - Fisiopatologia

Uma caracteristica peculiar desse virus é a sua capacidade de laténcia. Assim,
ap6s uma infeccdo primaria, geralmente assintomatica, o virus ndo é eliminado do
organismo e, como outros herpesvirus, permanece de forma latente no hospedeiro e sua

viremia se mantém em niveis reduzidos. Em diferentes circunstancias, ele pode ser
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reativado como, por exemplo, em casos de gestagcido, uso de drogas imunossupressoras,
AIDS ou qualquer outro fator que altere o sistema imune. O HCMV é um virus litico que
causa um efeito citopatico in vitro e in vivo. Quando o hospedeiro é infectado, o DNA do
HCMV pode ser encontrado em diferentes linhagens celulares e 6rgaos do corpo. Na
infeccao inicial, o HCMV infecta as células epiteliais das glandulas salivares, resultando
em uma infecgéo persistente (local de laténcia viral). O HCMV infecta também o sistema
geniturinario, especificamente os tubulos proximais do rim proximo das areas corticais.
Viruria € muito comum e tem pouca consequéncia clinica. Apesar da replicagao viral no
rim, € raro ocorrer disfuncdo renal. Uma excecdo pode acontecer em individuos que
receberam transplante de rim, no qual o HCMV é associado a glomerulopatia e possivel
causa de rejeicdo do enxerto (GOODRICH, 2001; JUNQUEIRA, 2008).

1.9.3 - Ciclo de Replicacao e Regulagao Génica do HCMV

O ciclo de replicacao, apesar de possuir replicacao inteiramente intracelular, o que
impede a acdo de anticorpos neutralizantes, o HCMV pode ser facilmente inativado por
fatores fisico-quimicos. Sua vida média a 37°C é de 45min.O unico reservatorio para
transmissao do HCMV em humanos é o homem. (JUNQUEIRA, 2008).

No hospedeiro natural, algumas células sdo mais susceptiveis a infecgdo que
outras. (STINSKI, 1990). Os mecanismos moleculares que determinam a permissividade
das células para a replicagdo do HCMV n&o sao entendidos, mas sabe-se que 0 virus
pode penetrar uma variedade de células humanas e nao-humanas sem que ocorra a
replicacdo. Conclui-se, desse modo, que fatores celulares determinam as consequiéncias
da infeccdo pelo HCMV apds a entrada viral (MOCARSKI et al., 1990; PLACHTER,
SINZGER & JAHN, 1996).

O ciclo de replicacgo do HCMV é lento em cultura celular e rapido no
hospedeiro (EMERY et al., 1999), persistindo latente, podendo se reativar em alguns
momentos de imunossupressao, caracterizando-se como um agente oportunista. O HCMV
€ citopatico, podendo produzir destruicao tecidual em varios tecidos, como, por exemplo,
trato gastrointestinal, pulmbes, cérebro, etc (ALFORD & BRITT, 1990).
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No hospedeiro natural, algumas células sdo mais susceptiveis a infecgao que
outras. (STINSKI, 1990). Os mecanismos moleculares que determinam a permissividade
das células para a replicagdo do HCMV n&o sao entendidos, mas sabe-se que 0 virus
pode penetrar uma variedade de células humanas e ndao-humanas sem que ocorra a
replicacdo. Conclui-se, desse modo, que fatores celulares determinam as consequéncias
da infeccdo pelo HCMV apds a entrada viral (MOCARSKI et al., 1990; PLACHTER,
SINZGER & JAHN, 1996).

Para iniciar a infecgdo, é necessario que o virus seja adsorvido aos receptores
de superficie celular, resultado de uma cascata de interagdes entre proteinas virais e
celulares, seguido da fusdao do envelope viral com a lamela externa da membrana
citoplasmatica. (Silva et al, 2000; Landolfo et al., 2003).

A replicacdo do DNA viral comeca entre 14-24 horas apds a infecgao e
incorporagcao do material genético, um pequeno numero de genes € transcrito, codificando
proteinas que regulam sua expressdo; estas proteinas sdao denominadas de antigenos
imediatamente precoces (IEA) e estimulam a produgdo de proteinas denominadas de
antigenos precoces (EA). Os antigenos sado expressos nas membranas celulares e a
seguir nas nucleares. Antigenos tardios (LA) tem fungdo constitucional e sdo expressos
apos replicagdo do DNA (STRAUS, 1990; COLIMON & MICHELSON, 1990; JUNQUEIRA,
2008).

O HCMV e outros tipos de citomegalovirus que infectam outras espécies de
animais sao altamente espécies-especificas, mas suas caracteristicas de replicagéo e
sindromes da doenca que acarretam sao similares (ALFORD & BRITT, 1990; HO, 1991;
PANUTTI, 1984). Muitas cepas de HCMV circulam continuamente na populagdo em geral (
VAN DER MERR et al., 1996).

1.9.4 Epidemiologia e Transmissao

A infeccdo pelo HCMV é comum na maioria da populacao, infectando 0,5 a

1,0% de todos os recém-nascidos e mais ou menos 50% da populacdo adulta em paises
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desenvolvidos. A prevaléncia em paises europeus, Australia e América do Norte varia de
40 a 60%, enquanto que em populagdes de nivel sdécio-econdmico mais baixo, a
prevaléncia € significantemente maior, variando entre 80 a 100%. A prevaléncia de
anticorpos contra o HCMV (anti-HCMV) eleva-se com a idade, atingindo niveis maximos
apos os 25 anos (PANNUTI, 1984; HARDY et al., 1985; NICHOLS & BOECKH, 2000).

No Brasil, os dados epidemioldgicos disponiveis sao restritos a algumas areas
urbanas, tais como o estado de Sao Paulo. Estudos usando soros coletados de pessoas
saudaveis de diferentes grupos de idade em Sao Paulo e testados para anticorpos anti-
HCMV mostraram que em criangas de 0-4 anos de idade a soroprevaléncia era de 60%,
com um lento aumento apds os 15 anos de idade e 80% de positividade no grupo de idade
entre 51 a 60 anos (ALMEIDA et al., 2001); a experiéncia de nosso laboratério demonstra
uma soroprevaléncia de 93%. (BONON et al., 2004)

Aproximadamente 10% das infecgdes primarias em  pacientes
imunocompetentes estdo associadas com a sindrome da mononucleose, caracterizada por
mal-estar, febre e linfocitose atipica. A grande maioria das infec¢gdes primarias passa
despercebida. O virus entdo permanece latente no endotélio e em células mononucleares
do sangue periférico, durante todo o tempo de vida do hospedeiro, controlada pela
imunovigilancia imunolégica mediada por linfécitos T (NICHOLS & BOECKH, 2000).

O HCMV é transmitido por: a) via parenteral, através de sangue ou seus
derivados; b) contato inter-humano; c) via materno-fetal, através do canal de parto,
contagio pés-parto ou transmissao intra-uterina e, d) transplantes de 6rgaos (VERONESI
et al., 1991).

Os humanos sdo os unicos reservatorios de HCMV e a transmissdo ocorre
através do contato pessoa-a-pessoa. Recém-nascidos e criangas podem ser infectados
durante o nascimento pela passagem através do cérvix uterino contaminado, durante o
periodo pds-natal através do leite materno ou durante a infancia através de contato direto
com outras criangcas em bercarios ou creches e pode estar associado com sequelas
graves. Representa a causa mais comum de retardo mental e disturbios da audicdo em

criangas. Apos a puberdade, transmissdo salivar e sexual representa o modo mais

Introducdo

55



importante de infecgao por HCMV (deJONGetal.,1998).Com relagao a epidemiologia em
grupos de alto risco, sabe-se que pacientes imunossuprimidos, como os transplantados,
os portadores da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) e aqueles que sé&o
submetidos a quimioterapia tém maior risco de desenvolver a doenga por HCMV (COSTA,
1999).

Existem trés padrbes epidemioldgicos da infec¢gao por HCMV: infecgao primaria,
reativacao de infeccao latente e reinfeccdo (RUBIN, 1990).

e Na infecgao primaria, a fonte viral pode ser pré-natal (transmissao transplacentaria)
(EPPS et al., 1995), transfusao intrauterina (VILMER & PEROL, 1984), perinatal
(secregéao cervical) e pos-natal (urina infectada, saliva, leite materno) (EPPS et al.,
1995), transfusdo de sangue e transplante de 6rgéos (TEGTMEIER, 1989;
FORMAN & ZAIA, 1994).

e A reativacdo € induzida pela alteracdo no relacionamento parasita-hospedeiro
devido a mecanismos fisiolégicos, tal como ocorre na gravidez por um decréscimo
natural das defesas imunoldgicas; nas doencas debilitantes ou pelo emprego de

drogas imunossupressoras e procedimentos cirurgicos (DRAGO et al., 2000).

e A reinfeccdo é devida a um virus novo com um diferente tipo antigénico
(TEGMEIER, 1989). Embora seja epidemiologicamente importante distinguir
reinfeccdo e reativagdo, ambas sado clinicamente similares. O termo infecgéo
recorrente, portanto, €& frequentemente usado para descrever ambas
possibilidades. Em adultos normais, a infeccdo por HCMV pode ser também
considerada uma doenga sexualmente transmissivel sendo mais prevalente em

mulheres com infecgdo gonocdécica anterior ou atual (LESHER, 1988).
1.9.5 PATOGENESE

Em um paciente imunocompetente, a maior parte do virus € destruida, por
células T citotoxicas especificas para HCMV e a infeccdo permanece por um quadro
assintomatico. A presenca dessa infecgcédo assintomatica é baseada na detec¢gao do HCMV

nos fluidos corporais. O periodo de incubacdo, apds a infec¢do, € de 4 a 12 semanas,
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quando o antigeno ja pode ser detectado. Neste periodo ha o aparecimento de IgM-HCMV
ou, mais tarde, aume nto de 400% de titulos de anticorpos IgG-HCMV. No entanto em
paciente imunocomprometidos que nao receberem tratamento adequado para infecao, a
infeccao pode tornar sintomatica e com o possivel envolvimento de érgaos. (JUNQUEIRA,
2008)

Em geral, a patogénese do HCMV é similar a dos outros herpesvirus. Eles
compartilham a capacidade de: 1) disseminar de célula-a-célula mesmo na presenga de
anticorpos circulantes; 2) estabelecer um estado latente no hospedeiro; 3) reativar em
condigdes de imunossupressao, e 4) induzir no minimo imunossupressao transitéria no
receptor (DREW, 1988; SWEET & SMITH, 1990).

A patogénese da doenga por HCMV envolve (1) o papel da infecgdo
progressiva do virus, (2) o efeito da infecgdo pelo HCMV na fungéo celular, (3) a interagao
do HCMV com linhagens de células hematopoiéticas; (4) a fuga da vigilancia imune
mediada pelo HCMV e (5) o papel da aloreatividade e GVHD na infec¢ao pelo HCMV nos
casos de Transplante de medula 6ssea (TMO)(ZAIA, 1999).

1.9.6 MANIFESTAGOES CLINICAS

A doengca em imunocompetentes quando se manifesta assume forma
semelhante a mononucleose infecciosa, classicamente caracterizada por febre de duracao
prolongada, fraqueza, sudorese, mialgia, hepatomegalia, esplenomegalia ou ambos, e
adenopatia. Linfonodomegalia e exsudato amigdaliano sdo pouco encontrados, ao
contrario do que se verifica na mononucleose infecciosa causada pelo virus Epstein-Barr.
Ictericia e exantema maculopapular podem ser eventualmente observados. Em relagao
aos exames laboratoriais, 0 hemograma pode apresentar linfocitose relativa e absoluta e
presenca de grande numero de linfocitos atipicos. Os marcadores hepaticos (ALT e AST)
podem estar moderadamente elevados em cerca de 80% dos casos (WELLER, 1971a;
WELLER, 1971b; PANUTTI et al., 1987; PANUTTI et al., 2001).

Porém, o virus pode ser um importante patégeno em pacientes com defeitos de

imunidade celular (AIDS, leucemia, linfoma), em receptores de TMO (Transplante de
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Medula Ossea), TCTH (Transplante Células Tronco Hematopoéticas) e de 6rgéos solidos
e aqueles submetidos a quimioterapia antineoplasica. Uma vez ocorrida a infeccéo, o
HCMV pode permanecer latente, em equilibrio com o organismo infectado, reativando a
atividade viral quando houver diminuigdo da imunidade do hospedeiro, caracterizando o
HCMV como agente oportunista. Um dos fatores que mais tém contribuido para o aumento
da ocorréncia da infeccdo por HCMV é o emprego cada vez mais comum de drogas
imunossupressoras (PANUTTI et al., 1984; HO, 1990; MYERS & AMSTERDAM, 1997).
Com o aumento da prevaléncia de AIDS, a infeccdo por HCMV transformou-se em um
grave problema de saude publica nos varios paises do mundo. Devido a profunda e
complexa deficiéncia imunoldégica causada pelo HIV, o HCMV freqlientemente causa
doenga disseminada nesse grupo de doentes. As complicagdes infecciosas sao as
maiores causas de ameaga a vida dos pacientes com doengas reumaticas (Wasko, 2004,
Watts, 2003; Kang |, Park SH, 2003).

Em pacientes transplantados, com cancer e pacientes com doengas
reumaticas, a frequéncia e a gravidade da infecgdo e de suas manifestagdes clinicas sao
bastante variaveis. Nestes pacientes a doencga se apresenta com sinais de sindrome de
mononucleose sendo que o achado principal € febre de duracdo variavel. Em ordem de
freqUéncia podem ser observados: hepatomegalia, esplenomegalia, mialgia e/ou artralgia,
elevacdes dos marcadores hepaticos e linfocitose. Linfocitos atipicos sdo menos evidentes
nesses pacientes e, particularmente, devido a imunossupressao, leucopenia ocorre mais
freqientemente que leucocitose, juntamente com anemia e trombocitopenia. Apds a
sindrome da mononucleose, a pneumonia por HCMV é a mais frequente manifestacao em
pacientes imunossuprimidos. A infecgdo concomitante por fungos, bactérias gram-
negativas e/ou Pneumocystis carini € comum. Hepatite com hepatomegalia,
anormalidades de testes de fungcédo hepdatica e ictericia sdo observados em 7 a 16% de
transplantes renais. Coriorretinite secundaria ao HCMV € outra entidade clinica cuja
frequéncia tem aumentado em pacientes imunossuprimidos, especialmente nos
portadores de AIDS. O trato gastrointestinal vem cada vez mais sendo atingido pelo
HCMV, principalmente nos pacientes com AIDS. O célon é o local mais frequentemente

acometido, seguido pelo eséfago, reto e intestino delgado. As manifestagdes clinicas no
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trato gastrointestinal dependem do nivel e grau de acometimento do érgéo, bem como da

ocorréncia ou ndo de infecgdes concomitantes ou tumores (GRUNDY, 1990).

1.9.7 DIAGNOSTICO LABORATORIAL DE INFECGAO ATIVA POR HCMV

A introducdo de testes laboratoriais rapidos e precoces tem permitido aos
clinicos detectar a replicagdo viral e diagnosticar, portanto, a infecgdo ativa por HCMV
antes do inicio da doenca. Isso proporciona a oportunidade de iniciar o tratamento antiviral
precocemente (SIA & PATEL, 2000). Essa entdo chamada terapia precoce (“pre-emptive
therapy”) é definida como tratamento altamente efetivo administrado por um curto periodo,
em individuos que estdo com um alto risco de desenvolver doenga por HCMV (RUBIN,
1991).

O diagnéstico precoce da infeccdo por HCMV pode ser realizado por:
imunocitoquimica de fibroblastos humanos infectados, o DEAFF (detection of early antigen
fluorescent foci) ou “shell vial” (GRIFFITHS et al., 1984); a expressao da fosfoproteina de
65 kDa (pp65) da matriz do HCMV em leucdcitos do sangue periférico, entdo chamado
antigenemia (VAN DER BIJ et al., 1988a, VAN DER BIJ et al., 1988b), a reagdo em cadeia
da polimerase (PCR) para amplificacdo de seqiéncias de acidos nucléicos virais
(DEMLER, 1988; SHIBATTA, 1988; JIWA et al., 1989; EINSELE et al., 1995) e outros
métodos moleculares, tais como a PCR quantitativa (COBAS), Nuclisens pp67 Nasba,
Captura hibrida (RECOMENDATIONS OF CDC, 2000).

Os dois métodos de deteccdo de infeccdo ativa amplamente utilizados para o

tratamento precoce sao a antigenemia e N-PCR.

1.9.8 Detecgao do antigeno pp65 do HCMV em sangue periférico (antigenemia)

O método da antigenemia tem sido considerado um grande avango no
diagndstico da infecgdo por HCMV em transplantes de 6rgéos. A presenca de antigenemia
em leucdcitos do sangue periférico proporciona um marcador precoce de infecgdo ativa
pelo HCMV e é um teste rapido (VAN DER BERG et al., 1991). Esse método depende do

uso de anticorpos monoclonais que detectam o antigeno viral pp65, uma proteina

Introducdo

59



estrutural expressa nos leucécitos do sangue durante a fase precoce do ciclo de

replicacdo do HCMV.

Este teste € limitado a deteccdo de antigenos virais nos leucécitos. O resultado
nao é somente qualitativo, mas é também quantitativo, correlacionando a viremia com a
gravidade da doenca clinica (LO et al., 1997; NIUBO et al., 1996; THE et al., 1992).

O teste de antigenemia consiste de varias fases incluindo o isolamento dos
leucdcitos do sangue periférico pela sedimentagdo com dextran, lise direta de leucécitos,
preparacdo de laminas microscopicas, imunocoloracdo com o uso de anticorpos
monoclonais (C10 e C11) contra o HCMV, avaliagdo microscopica e contagem quantitativa
(ERICE et al.,, 1995; HO et al., 1998; THE et al., 1995; THE et al., 1990). As laminas
citocentrifugadas contém um dado numero de células que sao preparadas por
centrifugacdo com um sobrenadante rico em leucécitos. A fixacdo das laminas é feita ou
com acetona ou formaldeido; resultados superiores foram obtidos com a fixacdo com
formaldeido (BOECKH et al., 1994; GERNA et al., 1992; THE et al., 1992).

A imunodeteccdo do antigeno do HCMV é possivel através dos métodos de

imunoperoxidase indireta ou imunofluorescéncia indireta (THE et al., 1995).

Em 1988, Van der Bij et al, acreditavam que diagnésticos rapidos de infecgao
ativa por HCMV eram de grande importancia para evitar o excesso de tratamento com
drogas imunossupressoras (em receptores de transplantes) e guiar a terapia antiviral. A
demonstracdo do HCMV em amostras de sangue é particularmente importante porque a
viremia por HCMV é considerado um marcador de infecgdo ativa e tem demonstrado boa
correlagdo com doenca grave. A detecgao do antigeno de HCMV em leucdcitos do sangue
periférico (antigenemia) tem sido demonstrada como uma técnica rapida (5 horas) e
sensivel na deteccdo de HCMV (VAN DER BIJ et al., 1988a; THE et al., 1990).

O teste de antigenemia é um método sensivel para a estimativa da carga viral
sistémica do HCMV. O método é uma boa escolha para laboratérios com baixo a médio
volume de testes, sendo considerado o mais adequado para guiar o inicio da terapia
precoce e para a monitorizacédo da eficacia do tratamento com ganciclovir (GONDO et al.,

1994). A desvantagem € que a amostra deve ser processada em curto espago de tempo,
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sendo recomendavel até 8 horas apos a coleta para ndo haver a diminuicdo da
sensibilidade e em pacientes com grave neutropenia 0 exame nao pode ser realizado
devido a baixa contagem de granuldcitos. Alternativamente, a PCR para HCMV no plasma
ou soro podera ser realizada nessa situagdo (SOLANO et al., 2001; BOECKH & BOIVIN,
1998; BOECKH et al., 1992).

1.9.9 REAGAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

Com a introdugcao da amplificacdo de DNA por meio da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) (SAIKI et al., 1985), a deteccdo do HCMV foi levada a efeito em
amostras contendo pequeno numero de coépias do virus (SHIBATA et al.,1988; DEMMLER
et al., 1988; OLIVE et al., 1989). A amplificacdo génica por PCR permite a produgao de
grandes quantidades de fragmentos especificos de DNA a partir de substratos complexos
e em concentracdes diminutas. Basicamente, este procedimento permite a amplificagao de
um fragmento de DNA escolhido, cuja concentragao final excede em milhares de vezes a
do DNA presente na amostra analisada (COSTA et al., 1992).

Este procedimento consiste em repetidos ciclos de sintese de DNA por meio de
dois iniciadores (“primers”) com orientagcbes opostas, isto é, dois segmentos de
aproximadamente 20 nucleotideos, com sequéncias complementares as duas
extremidades do fragmento alvo, e levadas a efeito por reagdo enzimatica mediada por
uma polimerase, com atividade em altas temperaturas (“Taq polimerase”). Cada ciclo de
reacdo € constituido por trés fases: separacdo das hélices de DNA a ser amplificado;
ligacdo complementar entre os “primers” e o DNA; e sintese do DNA pela Taq polimerase.
A orientacédo dos “primers” faz com que a sintese de DNA ocorra na regido interna entre
eles. Assim, o produto da extensdo de um “primer” é utilizado como substrato para o outro,
0 que resulta em cada ciclo, na duplicacdo da quantidade de DNA sintetizada pelo ciclo

precedente. Assim, o numero de cépias do fragmento alvo tem um aumento exponencial,

6
o que faculta no final de 30 ciclos um aumento na ordem de 10 codpias, partindo-se de
uma unica molécula (SAIKI et al., 1985; SHIBATA et al., 1988; JUNQUEIRA, et al, 2008)

Introducdo

61



A PCR é um método rapido (4-6 horas), especifico e extremamente sensivel,
porém, devido a sua alta sensibilidade, os principais problemas sdo os falso-positivos
resultantes da contaminagéo na execucgao do teste. Resultados falso-negativos podem ser
causados pela variabilidade genética das cepas do HCMV ou pela presenca de inibidores
(THE et al., 1992). Uma importante vantagem da PCR em relagao a antigenemia (pp65) &
que as amostras podem ser estocadas em temperatura ambiente por mais de 72 horas
sem uma diminuig&o significante nos niveis de DNA (ROBERTS et al., 1997).

O aumento da especificidade e sensibilidade da PCR foram alcangados pela
“Nested-PCR”, onde o produto da primeira PCR, amplificada com um par de “primers”, é
submetido a nova reacao de amplificagcao utilizando-se um par de “primers” internos ao
primeiro, sendo o produto entdo detectado por eletroforese em gel de agarose
(BRYTTINGetal,1991).

O Ciclo de reacido de amplificagao € constituido por trés fases distintas:

¢ Desnaturacgao: separacido da dupla fita do DNA a ser amplificado;
e Anelamento: ligagdo complementar entre os iniciadores (primers) e o0 DNA;
e Extensao: sintese do DNA pela enzima Tag-polimerase, que €& utilizada para

replicar as fitas do DNA.

REAGAO DA CADEIA EM POLIMERASE (PCR)
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Figura 2 : Reagao em Cadeia da polimerase (Andy Vierstraete, 1999).

(http://users.ugent.be/~avierstr/principles/pcr.html) — com modificacdes

A infeccao por HCMV foi muito pouco documentada em pacientes com doencas
reumaticas, principalmente em Iupus. Atualmente mais atencido tem sido dada ao virus e
aos métodos de detecgao de infecgao ativa que estdo cada vez mais acessiveis. Os testes
sorologicos utilizados demonstram nao ter valor para uma detec¢do precoce e muitas

vezes a ocorréncia de IgM-HCMV positivo pode ser uma reagao cruzada com anticorpos

do préprio individuo podendo ocorrer resultados falso-positivos (Takizawa, 2008).

O teste de antigenemia € um dos métodos consagrados para o diagndstico da
infecgao ativa pelo HCMV, pois detecta a proteina pp-65, especifica do virus em células

polimorfonucleares. Este teste tem sido correlacionado com o curso clinico e com a
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doenga por HCMV em pacientes transplantados e com AIDS e é amplamente utilizado
como marcador de reativagdo viral ou o sinal para dar inicio a terapia antiviral. Em
pacientes com lupus, pode ser extremamente util. Como no Brasil ndo ha trabalhos
enfocando a infecgao ativa pelo HCMV em pacientes com LES, estudados a partir de
métodos de diagndstico precoces e especificos como a Nested-PCR e a antigenemia, este
trabalho foi realizado.
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e Detectar a presenca do DNA e do antigeno pp65 do Citomegalovirus Humano,
utilizando as técnicas de Nested-PCR e antigenemia, respectivamente, em amostras de
sangue periférico de pacientes com Lupus Eritematoso Sistémico seguidos no servigo de
Reumatologia do Departamento de Clinica Médica, Faculdade de Ciéncias Médicas/
UNICAMP;

e Verificar o impacto clinico causado pela infeccdo ativa e doenca por HCMV nos
pacientes dessa casuistica.

e Verificar a presenga das imunoglobulinas G e M anti-HCMV através do teste sorolégico
tipo ELISA nos pacientes estudados e comparar os resultados obtidos com os testes

diagndsticos, antigenemia e N-PCR.

Objetivos
67



69

Metodos e Casuistica



3 CASUISTICA

Foram estudados prospectivamente 40 pacientes com diagndstico de LES, em
seguimento na enfermaria e no ambulatério do servigo de Reumatologia,
Departamento de Clinica Médica da Faculdade de Ciéncias Médicas da
UNICAMP, em relacdo a infecgdo ativa e doenca causadas pelo HCMV. A
pesquisa ocorreu no periodo de novembro de 2006 a novembro de 2007. Nos
pacientes seguidos ambulatorialmente, foram feitas 2 coletas de sangue com
intervalo de um més. Em pacientes internados as coletas foram feitas

semanalmente.

Todos os pacientes incluidos neste estudo assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido (anexado), aprovado pelo “Comité de Etica em

Pesquisa”, bem como o projeto para esta pesquisa da instituicdo (anexado).

As amostras de sangue foram colocadas em tubos contendo como anticoagulante

EDTA, para a realizagdo da antigenemia, Nested-PCR e sorologia.

3.1 Critérios para inclusao dos pacientes no estudo:
1. Pacientes com diagnostico de LES de acordo com ACR.
2. Consentimento do paciente para coleta de amostras de sangue para a analise;

3. Monitorizacdo adequada do paciente com LES em relagdo a ocorréncia de

infeccao ativa e doenca pelo HCMV.

3.2 Critérios para suspensao ou encerramento:

1. Serdo excluidos os pacientes que nao completarem os itens anteriormente

descritos.

2. Em caso de o6bito do paciente, logo apds a inclusdo no estudo.
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3. O estudo dar-se-a por encerrado quando houver um numero de pacientes

suficientes, aproximadamente 40, para serem feitas analises conclusivas sobre os

dados obtidos a partir dos objetivos propostos.

3.3- Critérios para diagnéstico do LES

Tabela 2: Critérios para diagnéstico de LES.

CRITERIO

DEFINIGAO

Erupcéo malar

Erupcéo discoide

Fotossensibilidade

Ulceras orais

Artrite

Serosite

Disturbio Renal

Disturbios neurolégicos

Disturbios hematolégicos

Anticorpo Anti-nuclear*

Alteragdes imunologicas

Eritema fixo, plano ou elevado sobre as eminéncias malares com
tendéncia a poupar as pregas nasolabiais

Manchas eritematosas elevadas com escamas ceratéticas aderentes
e entupimento folicular; pode ocorrer fibrose atréfica nas lesées mais
antigas

Erupgédo cutdnea como resultado de reagdo incomum a luz solar,
pela histéria do paciente ou pela observagao do médico.

Ulceragao oral ou nasofaringea, habitualmente indolor observada por
um médico.

Artrite ndo erosiva com acometimento de duas ou mais articulagdes
periféricas caracterizada por hipersensibilidade, tumefagdo ou
derrame

Pleurite — relato convincente de dor pleuritica ou atrito ouvido por um
médico ou evidéncias de derrame pleural; Pericardite — documentada
por ECG ou atrito ou evidéncias de derrame pericardico

proteinuria persistente superior a 0,5g/dia ou superior a 3+ quando
nao se realiza quantificagdo; cilindros celulares — podem ser
hematicos, de Hb, granulares, tubulares ou mistos

Convulsbes na auséncia de medicamentos responsaveis ou de
disturbios metabdlicos conhecidos; Psicose na auséncia de
medicamentos responsaveis ou de disturbios metabdlicos conhecidos

Anemia hemolitica com reticulocitose ou Leucopenia inferior a
4000mm3 em duas ou mais ocasides; Linfopenia inferior a 1500 mm3
em duas ou mais ocasides ou Trombocitopenia menos de 100000
mm3 na auséncia de medicamentos responsaveis.

Um titulo anormal de anticorpo antinuclear por imunofluorescéncia ou
por um ensaio equivalente em qualquer momento no tempo e na
auséncia de medicamentos sabidamente associados com a sindrome
"lupica induzida por medicamentos"

Anticorpos anti-DNA dupla cadeia; anti-Sm ou anticorpos Sm nuclear;
falso-positivo para sifilis por pelo menos seis meses; anticorpos
antifosfolipideo
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Cecil et al, 2004.

3.4- Critérios Utilizados para Verificar o indice de Atividade do Lupus nos

pacientes estudados:

Foi utilizado neste trabalho o indice SLEDAI e sera considerado fator de
risco para o desenvolvimento da doenga por HCMV (anexo 1) (BOMBARDIER et
al, 1992). O SLEDAI apresenta-se como um formulario com 24 itens, que a soma
dos valores encontrados pode variar de 0 a 105 pontos. Pacientes que
preencheram os itens e somados resultaram em valor igual ou maior que 6

pontos, foram considerados em atividade para o Lupus.

3.5- De acordo com o SLEDAI foram considerados dois grupos.

Foi considerado grupo 1 para pacientes que apresentaram LES ativos e

grupo 2 LES nao ativos.

3.6- CRITERIOS UTILIZADOS PARA DEFINIGAO DE INFECGAO ATIVA POR
HCMV.

A presenga de pelo menos um dos itens abaixo foi considerada

indicativa de infecg¢ao ativa por HCMV:

e Nested PCR - duas ou mais reagdes positivas, consecutivas
(EINSELE et al., 1995);

e Antigenemia - uma ou mais células antigeno-positivas para
HCMV, detectadas nos leucdcitos polimorfonucleares (BOECKH et
al., 1999)
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3.6.1 CRITERIOS UTILIZADOS PARA DEFINIGAO DE DOENGA POR HCMV

Para caracterizacdo de doenca por HCMV, além das evidéncias

laboratoriais de infecgdo ativa citadas acima, fez-se necessaria a presencga de

manifestacdes clinicas compativeis com aquelas sabidamente causadas pelo
HCMV (LUUNGMAN & PLOTKIN, 1995; LIUNGMAN et al., 2002):

Pneumonia (HCMV-IP) - a presenca de sinais e/ou sintomas de
doenca pulmonar combinado com a detec¢ao do HCMV em lavado
brénquio-alveolar ou bidpsia de pulmdo. A deteccdo devera ser
realizada por cultura celular, testes histopatologicos, analise

imunohistoquimica ou hibridizagao in situ.

Doenc¢a Gastrointestinal (HCMV-TGI) - sintomas gastrointestinais
(colite, gastrite ou esofagite) associados com histologia ou
imunohistoquimica positiva para HCMV de bidpsias de lesdes

macroscopicas do trato gastrointestinal,

Hepatite - O virus devera ser demonstrado em bidpsias hepaticas
(por cultura, imunohistoquimica, hibridizagéo “in situ” ou PCR) em

combinacao com:

- Aumento de pelo menos duas vezes o valor maximo normal de

alanina-amino-transferase (ALT);

- Achados histopatologicos consistentes com hepatite ou colangite;

e Doengas Neuroldégicas - Sintomas como encefalite, mielite

transversa ou outros sinais de doenca difusa do sistema nervoso
central juntamente com a deteccdo de HCMV em fluido

cerebroespinhal por PCR, por cultura ou detecgao do antigeno;
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¢ Retinite - lesbes oftalmoldgicas tipicas, com ou sem provas
virolégicas, diagnosticadas pelo exame de fundo de olho, realizado
pelo oftalmologista, com presenga de retinite necrosante com
infiltrado branco algodonoso, areas de hemorragia e irite e vitrite
minima (PANUTTI et al, 1996).

4. Métodos

Neste estudo, foram realizadas as seguintes técnicas:

e Antigenemia para deteccao e quantificagcdo do antigeno pp65 do

HCMV, no sangue periférico;

e Reacao em cadeia da polimerase tipo “Nested”, para deteccdo de

DNA do HCMV, no sangue periférico;

e Teste sorologico para verificagdo dos titulos de IgG-HCMV e IgM-
HCMV;

4.1- Antigenemia - Detecgdo do antigeno pp65 do HCMV em neutréfilos do

sangue periférico.

A deteccao do antigeno pp65 foi realizada de acordo com o método
descrito por Van der Bij et al., 1988; Van der Bij et al., 1989; Jiwa et al., 1989 e

Boeckh, 1992, com algumas modificagdes:

4.1.1 Extracao de leucdcitos polimorfonucleares do sangue Periférico

As amostras de sangue foram coletadas em tubos contendo como
anticoagulante EDTA, encaminhadas e processadas no prazo de até 6 horas apoés
a coleta. Foram coletados de 5 a 10 ml de sangue. Este material foi transferido
para tubos de plastico de 15 ml (tipo Falcon). Os leucdcitos foram separados pela
sedimentagdo com dextran a 5% diluido em PBS, pH 7.4 (sangue/dextran na

proporgao 4:1); homogeneizado gentilmente por inversdo e colocado em estante
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inclinada para tubos em angulo de 45 graus por 30 minutos em estufa a
temperatura de 37°C. Usando Pipeta tipo Pasteur, o sobrenadante rico em
leucocitos polimorfonucleares foi transferido para outro tubo de plastico de 15 ml e
centrifugado 10 minutos a 1200 rpm. A seguir, o sobrenadante foi desprezado e o
sedimento celular foi agitado no vortex vigorosamente. Para remocao das células
vermelhas persistentes, o sedimento celular foi suspenso em 10 ml da solugao de
cloreto de amoénio gelado, pH 7.4, homogeneizado e mantido em temperatura de
4°C por 10 minutos, seguido de centrifugacdo a 1200 rpm por 10 minutos. O
sobrenadante foi desprezado novamente e o sedimento celular foi lavado com
PBS e centrifugado 10 minutos a 1200 rpm, mais 2 ou 3 vezes. O sedimento
celular foi entdo ressuspendido em 200 uyl a 1000 uyl de PBS; dependendo da
quantidade de leucdcitos (apds transplante, a contagem de células brancas pode

ser muito baixa, sendo necessario a ressuspensao em 200 pl).
4.1.2 Preparagao das laminas

Os leucdcitos foram contados em caémara de Neubauer e para cada

6
amostra preparou-se uma suspensao com 1,5 a 2 x 10 células/ml. 100 ul desta
suspensao foram colocados no interior do citofunil e em seguida centrifugados em
citocentrifuga (Marca Revan — modelo Citociclo) por 5 minutos a 970 rpm ; as

laminas foram feitas em duplicata. A seguir, as laminas foram secas, fixadas com
™
CMV PO kit (Reagente C - 1Q Products) por 10 minutos, lavadas 3 vezes com
™
PBS e permeabilizadas com CMV PO kit (Reagente D - 1Q Products) por 5

minutos. Apos nova lavagem, as laminas foram novamente secas, embrulhadas
em papel manteiga e papel aluminio e estocadas a temperatura de - 80° C, até o

momento da revelagao.

Apds a preparagdo das laminas, o precipitado de leucdcitos

remanescente foi utilizado para o teste da Nested PCR.

4.1.3 Coloragao das laminas
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As laminas foram desembrulhadas, secas e a area da reagao delimitada
com esmalte. O anticorpo monoclonal utilizado foi o da marca lg-Products
(Netherlands), contendo uma combinagao de anticorpos monoclonais C-10 e C-11,
que reconhecem o antigeno pp65 do HCMV. Apds a secagem do esmalte, as
laminas foram rinsadas com PBS e escorridas. A seguir, foram aplicados 35 pl de
monoclonal diluido 1:10 em PBS por area de reacio e incubado em camara umida
a temperatura ambiente por 45 minutos. A area de reacao a partir deste ponto nao
pode secar. A seguir, as laminas foram lavadas 3 vezes, 5 minutos cada, com
PBS. O conjugado utilizado foi o anti-mouse (Horse Radish Peroxidase labeled
goat anti-mouse IgG) do laboratério BIOTEST AG. Foi aplicado 35 ul do conjugado
“anti-mouse peroxidase” diluido 1:50 em PBS na area da reagdo. Entdo, as
laminas foram incubadas a temperatura ambiente em cadmara umida por 30
minutos e apds, lavadas por 3 vezes com PBS, 5 minutos para cada lavagem.
Apos as lavagens, as laminas foram cobertas com a solugdo de AEC (amino-etil-
carbazol - Sigma), recém-preparada (20 mg de AEC dissolvida em 5 ml de
dimetilformamida - Sigma e em 100 ml de tampao acetato de sédio 0,1 M, pH 4.9)

e adicionado 50 pl de H202a 30%. As laminas foram deixadas na solugao de AEC,

no escuro, por 8 minutos, a temperatura ambiente. A seguir, foram lavadas por 10
minutos com tampéao acetato de sodio 0.1 M, pH 4.9. Finalmente, lavadas 3 vezes
com PBS, 1 minuto, 2 minutos, 5 minutos e coradas com hematoxilina de Mayer,
marca MERCK, (na diluicdo 1:10), por 20 a 30 segundos, rinsadas com agua

destilada até eliminar todo o corante e montadas com glicerina tamponada.

4.1.4 Leitura e interpretagao das laminas

Para a leitura das laminas foi utilizado um microscépio 6ptico da marca

Nikon, aumento de 40 vezes e foram observadas:

« Células HCMV antigeno pp65 positivas: identificada pela coloragao
marrom caracteristica, nuclear ou perinuclear, principalmente em

leucdcitos polimorfonucleares; ocasionalmente em mondcitos.
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Figura 3. Reagao de imunoperoxidase (antigenemia).

lAminas
positiva
HCMV).

Células antigeno-positivas pp65 do HCMV: identificadas pela coloragao
castanho-avermelhada nuclear ou perinuclear em leucécitos
polimorfonucleares; Células negativas — nucleo azul. Os leucécitos foram
preparados em laminas microscopicas, fixadas com
paraformaldeido/NP40 e submetidos a coloragdo com imunoperoxidase

com a utilizacido dos anticorpos monoclonais C10/C11.

Células HCMV antigeno pp65 negativas: nucleo azul.

Controles positivos foram utilizados em todas as reagdes e consistia de
congeladas de um ou mais pacientes com antigenemia sabidamente

ou controles comerciais (fibroblastos fetais humanos infectados com

4.2 REAGAO EM CADEIA DA POLIMERASE TIPO NESTED PCR
4.2.1 Extragao de DNA

A extragdo do DNA genbmico de leucdcitos foi realizada a partir do

precipitado de leucdcitos extraidos com Dextran 5%, anteriormente descrito.

Meétodos e casuistica

78



4.2.2 Lise de Leucocitos

Ao precipitado de leucécitos foi adicionada uma solucdo de NaOH
50mM e incubado por 20 minutos a 100°C. Posteriormente foi adicionada uma
solugdo de Tris HCI (pH 7,5) e centrifugado por 5 minutos para formagdo do
precipitado de restos celulares. O sobrenadante foi transferido para tubo tipo

eppendorf estéril.

4.2.3 Amplificagdo Génica do HCMV pela Reacdao em Cadeia da
Polimerase (PCR)

Condigoes da reagao:

A Reacdo em Cadeia da Polimerase para HCMV seguiu o método
descrito por (SHIBATA et al., 1988; DEMMLER et al., 1988), com algumas

modificacdes.

Cada reagao de amplificagcao utilizou 0,5 a 0,7 pl do DNA (obtido pelo
método de extracdo de DNA anteriormente descrito) em volume total de 20 pl,
contendo 50 mM de cloreto de potassio, 10 mM de Tris (pH 8.4), 2,56 mM de
cloreto de magnésio, 0,1 mM de cada “primer” MIE 4 e MIE 5 (Tabela 4 — ver
sequéncia de nucleotideos), 200 mM da mistura desoxirribunucleotideo (dATP,
dCTP, dGTP e dTTP) e 1 unidades de Taq DNA polimerase.

Foram complementados 35 ciclos de amplificacdo para cada amostra e
cada ciclo foi constituido de 3 etapas: a) separagdo das hélices de DNA por
aquecimento a 94° C durante 1 minuto; b) ligacdo complementar entre os “primers”
e 0 DNA em temperatura de 55° C por 1 minuto (anelamento) e c) sintese do DNA

pela Taq polimerase, em temperatura de 72° C por 1 minuto (extenséo).

Os ciclos foram realizados automaticamente em equipamento

apropriado (“DNA Thermal Cycler” - Perkin EImer Cetus, Norwalk, Conn, EUA).
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4.2.4 Iniciadores (“primers”) externos

Foram usados dois iniciadores que flanqueiam uma regido conservada nas

diversas cepas de virus HCMV, nao amplificando DNA de outros herpes-virus

Tabela 3- Sequéncia dos primers externos que flanqueiam uma regiao

conservada do genoma do HCMV, utilizados na PCR.

Primers externos *

Seqiiéncia Sentido
MIE 4 CCAAGC GGC CTC TGATAACCAAGCC “sense”
MIE 5 CAG CACCATCCTCCTCTTCCTCTG G “antisense”

*MIE = Principal antigeno imediatamente precoce - Human cytomegalovirus
(Towne) major immediate-early antigen (MIE) gene, exon 4. (GeneBank
HS5MIE4).

§ Expresso como numero de nucleotideos. Os nucleotideos sdo numerados

sequencialmente dentro de cada gene.

O par de primers denominados primers MIE, amplificam uma sequéncia
de 435 pares de base do DNA do HCMV que codifica uma por¢ao do antigeno
“major immediate-early” (MIE) do HCMV (cepa Towne). A por¢cao do gene MIE que
é amplificado esta contido no exon 4 deste gene (DEMMLER, 1988).

4.2.5 Reamplificagao do genoma do HCMV pela NESTED PCR

Utilizando-se do mesmo meétodo descrito acima, uma aliquota do DNA
amplificado na primeira reacdo foi reamplificado utilizando um par de “primers”

interno.

Meétodos e casuistica

80



Tabela 4 - Sequiéncia de primers internos que flanqueiam uma regiao

conservada do genoma do HCMV utilizados na nested PCR.

Primer interno * Sequéncia Sentido
IE1 CCACCCGTGGTGCCAGCTCC “sense”
“antisense’
IE 2 CCC GCT CCT CCT GAG CAC CC

* |E = antigeno imediatamente precoce - Human cytomegalovirus (Towne)

immediate-early antigen (IE) gene, exon 4. (GeneBank HS5MIE4).

§ Expresso como numero de nucleotideos. Os nucleotideos sdo numerados

sequencialmente dentro de cada gene.

O par de primers denominados primers IE, amplificam uma seqiéncia
de 159 pares de base do DNA do HCMV (Figura 8) que codifica uma porgéo do
antigeno “immediate-early” (IE) do HCMV (cepa Towne). A porgéo do gene IE que
€ amplificado esta contido no exon 4 deste gene. (STENBERG et al, 1984)

As condicbes da reacao foram as mesmas utilizadas para fazer a

primeira reagdo de amplificacdo (PCR).
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Figura 4- Analise direta do fragmento amplificado, apd6s eletroforese em gel
de agarose 2%. Linha 1 — Marcador de peso molecular (ladder de 100 pb —
GIBCO BRL); Linha 2 — controle negativo; Linha 3 — amostra negativo; Linhas 4 —
amostra negativo; Linha 5-amostras de DNA de sangue positivas para HCMV
(cepa AD169 do HCMV); Linha 6 e 7-negativas para o HCMV; Linha 8 — controle
positivo (cepa AD 169 do HCMV). (159 pares de bases).

Para controle interno da reacdo de PCR foi feita uma PCR para
amplificacdo do gene da Beta-Globina, identificando a presenga de DNA nas
amostras analisadas, para eliminar resultados falso-negativos por esse motivo. Os
primers utilizados para flanquear essa regidao estdo descritos a seguir. O
fragmento observado é de 110 pares de base. Tabela 4.

Tabela 5- Sequéncia de primers que flanqueiam uma regido conservada do gene
da Beta-Globina utilizados na PCR.

Primer Sequéncias (5> 3')

PCO3 ACACAACTGTGTTCACTAGC

PCO4 CAACTTCATCCACGTTTCACC
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Quarenta ciclos de amplificagdo foram realizados automaticamente em
equipamento apropriado (“DNA Thermal Cycler’-MJ,EUA). Os ciclos foram
precedidos por um periodo de desnaturagao inicial a 94°C por 7 minutos, para
inativagdo de qualquer atividade de proteases que poderia interferir com a reagao
enzimatica e, apds o ultimo ciclo, o periodo de extensédo final (72°C) foi de 7

minutos.

* Desnaturacao: 94°C — 1 minuto;
* Anelamento: 55°C — 1 minutos; 40 vezes

» Extensao: 72°C — 1 minuto.

Figura 5- Andlise direta do fragmento amplificado, apdés eletroforese em gel

de agarose 2%. Linha 1- Marcador de peso Molecular; Linhas 2,3,4,5,6,7 amostras de DNA de sangue

positivas para o gene da beta globina (observado um fragmento de 122 pares de bases).
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4.2.6 Cuidados especiais utilizados para se evitar contaminagao das

amostras durante a reagao da PCR.

A fim de se eliminar problemas de contaminacado das reacgdes, 0 que
poderia ocasionar resultados falso-positivos, foram tomados os seguintes

cuidados:

e As amostras a serem amplificadas foram manipuladas em salas
diferentes (sala pré-PCR) de onde a amplificacdo foi feita (sala
pos-PCR);

e Todos os reagentes e materiais pré-PCR e pds-PCR foram

preparados e utilizados em ambientes diferentes;

e Antes da abertura dos tubos de microcentrifuga foi efetuada
rapida centrifugagao para concentrar o liquido contido no tubo na

regido inferior e evitar sua dispersao por evaporagao.

e Todo material plastico (ponteiras e tubos plasticos para PCR)

utilizado foi novo e nao autoclavado;

e Trocas constantes de Iluvas foram feitas durante todo o

procedimento.
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5- RESULTADOS
5.1 TOTAL DE EXAMES REALIZADOS DURANTE A MONITORIZAGAO

Foram realizados neste estudo, 248 exames para detecgcdo de infeccao
ativa pelo HCMV, incluindo os exames de N-PCR, (média 2 coletas por paciente)
AGM e os sorologicos IgM e IgG anti-HCMV (n=80) nos 40 pacientes

monitorizados (Tabela 5).

Tabela 6. Total de exames realizados durante o estudo.

POSITIVOS  NEGATIVOS TOTAL
NESTED-PCR 14 (16,6%) 70 (83,3%) 84
ANTIGENEMIA 2 (2,3%) 82 (97,6%) 84
IgM-HCMV 2 (5%) 38 (95%) 40
IgG-HCMV 40 (100%) 0 40
TOTAL* 58 190 248

5.2 CARACTERISTICAS DOS PACIENTES INCLUIDOS NO ESTUDO

Participaram do protocolo de monitorizacdo 40 pacientes portadores de
Lupus Eritematoso Sistémico, sendo que 39 eram do sexo feminino e 1 do sexo
masculino. A mediana da idade dos pacientes foi de 40 anos (variacdo 18 a 55
anos) (Tabela 7).
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Tabela 7. Caracteristicas dos 40 pacientes incluidos no estudo.

Caracteristicas dos N(%) Grupo 1 Grupo 2 (LES
pacientes (LES ATIVO) NAO ATIVO)
Numero de Pacientes 40 (100%) 21/40 (52,5%) 19/40 (47,5%)
Sexo M/F 39 FEM (97,5%), 1 21 F/ (52,5%) 18F/ 1M
MASC (2,5%)

Idade em anos 40 anos 38 anos 43,5 anos
(mediana)
IgG-HCMV+ 40/40 (100%) 21/21 (100%) 19/19 (100%)
IgM-HCMV+ 2/40 (5%) 1/21 (4,7%) 1/19 (5,2%)

5.3 Pacientes com Lupus Eritematoso Sistémico Ativo e Nao-Ativo

Dentre os pacientes estudados, 52,5% foram classificados como doencga

lupica em atividade (Grupo A) e 47,5% dos pacientes foram classificadas com

doenga lupica N&o Ativos (Grupo B). Tabelas 8 e 9.
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Tabela 8: Caracteristicas dos pacientes estudados em relagdao ao SLEDAI,
Grupo A (ATIVOS).

N SEXO IDADE INFECGAO CORTICOIDES IMUNOSSU- SLEDAI
INICIAIS ATIVA PRESSORES
4 JVUM  FEM 38 N SIM SIM 11
RST FEM 29 N Sim Sim 10
FEM 48 NAO sim 6
MHLC N
EGS FEM 27 N Sim Sim 8
12 SM  FEM 31 N Sim sim 16
13 pmuBs FEM 29 sim Sim SIM 8
14 ALS  FEM 50 N SIm SIM 6
15 FEM 45
SRS sim sim Sim 12
16 MEMF FEM 43 N Sim NAO
21 MPP FEM 25 N Sim SIm 10
22 LSR FEM 40 N SIm SIm
23 SAM FEM 45 N SIm NAO
25 KRO FEM 42 N sim NAO 18
28 FEM 30
- sim sim Sim 12
34 MFF FEM 43 N SIm SIm 6
35 GPC FEM 28 N Sim NAO 16
3 MMS FEM 26 N sim sim 12
37 MPM  FEM 34 N Sim NAO 12
39 ESP FEM 36 N Sim Sim 11
40 RCSC FEM 49 N Sim SIm 22
41 EAPS  FEM 50 N SIm SIm 8

Corticéides utilizados:  Prednisona, Prednisolona, pulso de
metilprednisolona.
Imunossupressores utilizados: Azatioprina, Metotrexate, Ciclofosfamida,

Ciclosporina, pulso de ciclofosfamida.
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Tabela 9: Caracteristicas dos pacientes estudados em relagao ao
SLEDAI, Grupo B (NAO-ATIVOS).

INFECGAO CORTICOIDES IMUNOSSU- SLEDAI

N INICIAIS SEXO IDADE ATIVA PRESSORES

2 SLCF FEM 53 N SIM SIM 0
3 TCV FEM 18 N SIM NAO 0
7 NCSA FEM 49 N SIM NAO 0
8 ACS FEM 31 N SIM SIM 0
10 ADG FEM 55 N SIM NAO 4
11 LC FEM 25 N NAO NAO 0
17 MBD FEM 39 N SIM SIM 0
18 RCDF FEM 39 N SIM SIM 0
19 SCCP FEM 23 N SIM SIM 0
20 FEM 42 )

R sim SIM NAO 0

24 MIFSL FEM 50 N NAO NAO 4
26 BFSS MASC 18 N SIM SIM 0
27 APC FEM 45 N SIM NAO 0
29 CMT FEM 23 N SIM SIM 0
30 MASP FEM 50 N SIM NAO 5
31 MAB FEM 47 N SIM SIM 0
32 AEL FEM 50 N SIM SIM 0
33 VLH FEM 50 N NAO NAO 0

5.4 INFECGCAO ATIVA PELO CITOMEGALOVIRUS HUMANO

A infecgao ativa pelo HCMV foi detectada por N-PCR e/ou antigenemia
em 4/40 (10%) pacientes estudados; 4/40 (10%) pacientes, tiveram pelo menos
2 resultados de PCR positivos consecutivos; 2/40 (5%) pacientes, tiveram pelo
menos 1 célula antigeno pp-65 positivas. Em 2/40 (5%) pacientes (5%) a
sorologia IgM-HCMV foi positiva (ELISA), porém, a N-PCR e a AGM foram

negativas. Todos os pacientes apresentaram sorologias 1IgG-HCMV positivas,

Resultados

90



detectadas por ELISA. Entre os pacientes com infec¢ao ativa pelo HCMV, 2/4

(50%) apresentaram sintomas de doenga por HCMV. (Tabela 4 e Grafico 1)

Tabela 10- Resultados dos testes de monitorizagao laboratorial de infec¢ao

ativa por HCMV nos pacientes com LES.

Infecgéo ativa por HCMV detectada por N-PCR e/ou

Antigenemia (%)

Infecgédo ativa por HCMV detectada por N-PCR (%),

(2 ou mais amostras positivas consecutivas)

Infeccao ativa por HCMV detectada por antigenemia

(1 ou mais células antigeno positivas) (%)

Sintomas de Doenga por HCMV (%)

N (%)
4/40 10%
4/40 10%
2/40 5%
2/40 5%

Grafico 1 — Resultados dos testes de monitorizagao laboratorial em relagao a

infecgao ativa pelo HCMV.

Pacientes com Infecgao Ativa pelo HCMV detectado pelos
testes laboratoriais nos pacientes estudados.

E N-PCR e/ou AGM+
B N-PCR+
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5.5 Descrigao dos Casos de Pacientes que Apresentaram Infecgao Ativa pelo
HCMV

Nos pacientes com infecgao ativa pelo HCMV detectados por N-PCR e/ou

AGM, os achados clinicos e laboratoriais estdo apresentados na Tabela 10.

Tabela 11— Achados clinico-laboratoriais dos pacientes estudados que

apresentaram Infecgao Ativa pelo HCMV e *IgM-HCMV reagente.

Paciente| N-PCR AGM IgM-HCMV SLEDAI Sintomas HCMV  OBITO
12 Sim Nao N&o Ativo S/sintomas N&o
14 Sim Sim Nao Ativo Febre N&o
19 Sim Nao Nao Nao Ativo S/sintomas Nao
20 N&o Néo Sim Ativo S/sintomas Néo
25 Nao N&o Sim N&o Ativo S/sintomas N&o
27 Sim Sim N&o Ativo Febre Sim

*IgM-HCMV reagente nao foi considerado Infecgao ativa pelo HCMV.

Relatamos abaixo os casos dos pacientes que apresentaram infeccao ativa
pelo HCMV:

1) Paciente 12/ MJBS/ FEM/ 29 anos/ brancal/ viva: Portadora de Lupus
Eritematoso Sistémico, tendo como critérios de classificagdo serosite, rash
cutaneo, FAN+, AADNA e artrite. Apresentava vasculite do sistema nervoso
central. Consta com o SLEDAI em atividade com pontuacdo 8. Apresentou
infeccdo do trato urinario e melhorou com antibiéticoterapia. Foi atendida no
ambulatdrio, referindo fraqueza e cansago aos pequenos esforgcos, sensagao de
tontura e escurecimento da vista ao se levantar rapidamente, dispnéia e ulceras
nas pernas e nas maos. Os exames laboratoriais encontravam-se todos normais.

Em relagao a infeccado ativa pelo HCMV, apresentou dois resultados de N-PCR
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positivas consecutivas. Fez uso de Prednisona. A paciente nao apresentou

nenhum sintoma relacionados ao HCMV e néo fez uso de Ganciclovir. 50 mg.

2) Paciente 14/SRGS/FEM/45 anos/viva: Portadora de Lupus Eritematoso
Sistémico ha 8 anos, tendo como critérios de classificacdo FAN+, AADNA+,
nefrite, serosite. Presenca de alteragdes hematologicas: hemoglobina - 8,00g/dl,
hematdcrito - 25,7% e nimero total de eritrocitos - 2,75x10° /mm®* Ao exame de
urina apresentou proteinuria, hematuria, cilindros; fez CFO em 2003/2004,
Azatioprina 2004 a outubro de 2006, edema, fotossensibilidade, complementos
baixos, C3 (0,47g/l) e C4 (0,03g/l). Foi internada apresentando edema de
membros inferiores até a panturrilha e edema de face intenso ha 15 dias, febre,
vomitos e diarréia. A paciente encontrava-se com LES em atividade (SLEDAI 12).
Apresentou infeccdo ativa pelo HCMV com duas amostras de PCR positivas e
antigenemia consecutivas. Apresentou sintomas relacionados com a doenga pelo
HCMV, tais como: febre, diarréia, dor abdominal, vémitos. Recebeu como antiviral
o Ganciclovir para HCMV e para tratamento do LES, pulso de ciclofosfamida e

metilprednisolona. Melhorou apds o tratamento.

3) Paciente 19/ IR/ viva: Portadora de Lupus Eritematoso Sistémico, tendo
como critérios de classificagao artrite, FAN+, Lupus discoide, nefrite lupica grau IV
e anemia. A paciente ndo se encontrava em atividade em relagdao ao SLEDAI.
Apresentou hemograma normal e o exame de urina apresentava, proteinuria,
hematuria, piuria, cilindros. A urocultura era positiva e respondeu bem a
antibioticoterapia. Foi atendida no ambulatério com aparecimento de lesdes
avermelhadas e dolorosas nas maos. Dor mecéanica em articulacdes de tornozelos
direito e esquerdo sem sinais de inflamacédo. Apresentou infeccdo ativa pelo
HCMV, com duas amostras de PCR positivas consecutivas. Nao fez uso de
antiviral. Faz tratamento de imunossupressdo com Prednisona 20mg. A paciente
também utiliza suplementos vitaminicos e sais minerais além de fazer uso de

acido-acetil-salicilico 100mg. Nao apresentou sintomas relacionados ao HCMV.
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4) Paciente 20/MPP/ viva: Portadora de Lupus Eritematoso Sistémico
(SLEDAI 8), tendo como critérios de classificacdo nefrite, FAN+, artrite,
leucopenia. Também apresentou hipertensao arterial sistémica e obesidade.
Infeccao ativa pelo HCMV ocorreu com a presenca de duas amostras de N-PCR
positivas consecutivas. Utilizou Prednisona, Azatioprina, Ranitidina, Losartan. Nao

apresentou nenhum sintoma referente ao HCMV.

5) Paciente 25/BFSS/ vivo: Portador de Lupus Eritematoso Sistémico sem
atividade (SLEDAI 0). Apresentou sorologia IgM para HCMV reagente e nenhum

sintoma relacionado ao HCMV.

6) Paciente 27/LRM/ ébito: Portadora de Lupus Eritematoso sistémico,
SLEDAI 10, deu entrada na enfermaria apresentando poliserosite, poliartrite,
pancitopenia, fotossensibilidade, AADNA+, FAN+, ulceras orais, precisando ser
entubada por insuficiéncia respiratéria, dispnéica, descorada. Foi internada com
edema generalizado, taquipnéia, febre. Recebeu prednisona 100mg,
metilprednisona e ciclofosfamida e noroadrenalina. Apresentou 3 células positivas
para antigenemia e trés N-PCR positivas consecutivas para HCMV. Aos exames
laboratoriais o hemograma mostrou anemia, VHS elevado, C3 e C4 baixos,
proteinuria, hematuria, hemocultura negativo. Evoluiu para o6bito por sepse de
foco pulmonar e insuficiéncia de multiplos érgaos. Apresentou doenga pulmonar e

provavel obito pelo Citomegalovirus.

5.6 FATORES DE RISCO PARA DESENVOLVIMENTO DE DOENCA POR
CITOMEGALOVIRUS

Os pacientes que desenvolveram infeccdo ativa pelo Citomegalovirus
apresentaram durante o estudo um ou mais fatores de risco para o

desenvolvimento de doenga por HCMV (Tabela 11).
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Tabela 12 - Pacientes e provaveis fatores de riscos para doenga por HCMV.

Fator de risco Paciente 12 Paciente 14* Paciente 19 Paciente 27**
Corticoide Prednisona Prednisona Prednisona Prednisona
50mg (40mg) (20mg) (40mg)
Imunossupressor - Azatioprina Nao Azatioprina
(50mg) (50mg)
SLEDAI 8 12 0 10
N-PCR(HCMV) Positivo Positivo Positivo Positivo
AGM (HCMV) Negativo Positivo Negativo Positivo

* provavel doenga por HCMV; ** provavel doenca e 6bito por HCMV

5.7 CAUSAS DE PROVAVEL DOENGA POR HCMV

Observamos que em dois pacientes acompanhados no estudo que
apresentaram nos testes diagnosticos N-PCR positivas consecutivas e/ou
antigenemia positivas. Apresentando assim infec¢do ativa pelo HCMV,
apresentaram também sintomas compativeis com HCMV. Uma paciente
apresentou sintomas tais como: febre, acometimento pulmonar e evoluiu a ébito. E
outra paciente apresentou febre, diarréia, vomitos, dores abdominais. Na tabela 12

representamos as caracteristicas desses pacientes.

Tabela 13 - CAUSA DE PROVAVEL DOENGA PELO HCMV

Pct idade Sexo SLEDAI Infecgéao Sintomas Doenga por Obito GANCI-

Ativa P/ HCMV CLOVIR
HCMV
14 45 F 12 SIM Febre, Vomitos, TGl Nao SIM
diarréia, dores
abdominais.
27 30 F 10 SIM Febre, infiltrado Pulmao SIM SIM
pulmonar.
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5.8 CAUSA DOS OBITOS OCORRIDOS NOS PACIENTES DURANTE O
SEGUIMENTO

Durante a monitorizagdo dos pacientes estudados, 2 &bitos ocorreram.
(Tabela 13):

Tabela 14 — Causa dos o6bitos ocorridos nos pacientes durante o estudo.

Paciente SLEDAI Infecgéao ativa Causas do Obito
pelo HCMV
27 10 Sim INFECCAO PULMONAR/ HCMV?
35 6 NAO Insuficiéncia multipla dos 6rgaos/

sepse de foco pulmonar.
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6. DISCUSSAO

O Citomegalovirus humano (HCMV) é um virus da familia Herpesviridae
cuja principal caracteristica € a capacidade de permanecer latente por longos
periodos no organismo infectado e reativar-se em condigbes em que a imunidade
do individuo fique comprometida. Em pacientes com doengas reumaticas,
principalmente com lupus eritematoso sistémico (LES), que fazem uso de
medicamentos imunossupressores para tratamento da doenca de base, o
citomegalovirus pode reativa-se e causar doenga (TAKIZAWA et al, 2008).

Este importante virus foi muitas vezes ignorado no campo das doencas
reumaticas e ndo € muito familiar para os reumatologistas, mesmo sabendo que
os tratamentos para a doenca de base deixam os pacientes susceptiveis as
infecgdes oportunistas (WASKO, 2004; WATTS, 2003; KANG & PARK, 2003).

Poucos estudos tém sido publicados sobre a doenca lupus e a infecgao
ativa pelo citomegalovirus (HRYCEK et al, 2005; YODA et al, 2006; MORI et al,
2004), e a maioria deles sao relatos de casos (TAKIZAWA et al, 2008; TNANI et
al, 2008; KWON et al, 2008).

Neste estudo, utilizamos a combinagdo de dois métodos de diagndstico
precoce e especifico para a monitorizacdo da infeccdo ativa pelo HCMV em
pacientes com LES em seguimento na Disciplina de Reumatologia do
Departamento de Clinica Médica — FCM/UNICAMP: a antigenemia e a Nested-
PCR. Portanto, um diagndstico diferencial € importante nestes casos em que os
sintomas causados pelos virus sdo muito similares aos sintomas causados pela
préopria doenga do lupus (NAWATA et al, 2001).

A técnica da antigenemia tem sido muito utilizada desde os anos 90, onde
foi extensivamente estudada e considerada como marcador preditivo para
desenvolvimento da doenga por HCMV e, portanto, ferramenta indispensavel para
o inicio da terapia antiviral precoce (“preemptiva”). Sua eficacia tem sido
comprovada em muitos estudos com pacientes transplantados e com AIDS
(BOECK & BOIVIN, 1998; GERNA et al, 1991; REVELLO, et al, 1992; DODT et al,
1997; TAKIZAWA, et al, 2008).
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As manifestacbes de infecgdes virais podem se assemelhar com os
sintomas do LES e alguns podem agir como fatores patogénicos para esta
doenga, por isso um diagnéstico diferencial preciso € necessario (SCHATTNER et
al, 1994; RAVEL et al, 1995; NAWATA et al, 2001). Detectando a infecgao ativa
pelo HCMV nestes pacientes podemos verificar as manifestacées clinicas e os
fatores de risco para doenca por HCMV. Para prevenir infeccdes € importante
otimizar o tratamento pelo uso da dose minima da droga para poder controlar a
doenca e direcionar a terapia de acordo com a gravidade da doenga e condigao
geral do paciente (DORIA et al, 2008; SARZI-PUTTINI et al, 2005).

Em nosso estudo, apesar de nao termos realizado a monitorizagdo da
infeccdo ativa por HCMV durante um periodo longo de tempo, realizamos em
média, duas coletas por paciente, que se encontravam em diversas etapas de
atividade da doenga lupus. Obtivemos, mesmo assim, como resultado, 4/40 (10%)
dos pacientes com infeccéo ativa pelo HCMV. Porém em um intervalo de tempo
maior de seguimento desses pacientes a porcentagem pode ser maior.

Todos os pacientes realizaram sorologia 1IgG anti-HCMV e todos foram
positivos, demonstrando que a soroprevaléncia do HCMV é muito alto nos
pacientes com lupus, como em outros pacientes imunossuprimidos (BONON et al,
2005; COSTA et al, 1999).

Dois pacientes do nosso estudo apresentaram IgM-HCMV positivas
detectadas por sorologia tipo ELISA. Todos eles tinham altos niveis de anticorpos
IgG-HCMV (2180 Ul/ml). Altos niveis de IgG e IgM positivos podem significar
reativacdo do HCMV, porém, neste trabalho ndo consideramos como critério para
definir infecgdo ativa. Todos os casos de reativacdo de HCMV estavam em
tratamento com esterdides e outros imunossupressores o que pode contribuir para
reativagdo do HCMV (BRUGGEMANN, 1993; YODA et al, 2006).

Em um estudo realizado por Cannavan e colaboradores, em 1998,
relataram que existe a ocorréncia de uma sorologia IgM-HCMV falso-positiva,
devido a presenga de autoanticorpos (CANNAVAN, et al, 1998). Em um outro
estudo realizado por Bartel e colaboradores, 0 mesmo descreve a reagao cruzada

que ocorre devido a elevagao de titulos de anticorpos de uma série de virus, tais
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como: rubéola, parainfluenza tipos 1, 2, e 3, retrovirus tipo 2 e Epstein-Barr que
tem sido relatados em Lupus Eritematoso Sistémico e podem agir na ativagao
nao-especifica dos linfocitos B (HOLLINGER et al, 1971; PHILIPS et al, 1970;
ROTHFIELD et al, 1973). Para minimizar o problema de resultados falso positivos
pela sorologia, ensaios alternativos demonstram ser eficazes, em especial a N-
PCR, que tem alta sensibilidade na detecgdo do DNA-HCMV (CANNAVAN, et al,
1998).

Nosso estudo demonstrou que a infecgao ativa ocorreu em 4/40 (10%) dos
pacientes, onde todos os 4 tiveram infeccdo ativa pelo HCMV detectada pela N-
PCR em duas ou mais amostras positivas consecutivas, mas somente em 2/40
(5%) a antigenemia foi positiva, com 1 ou mais células antigeno-positivas.

Changpin e colaboradores, em seu estudo sobre citomegalovirus em
criangcas com LES, detectaram infecg¢ao ativa pelo HCMV em 23,8% dos pacientes
utilizando a antigenemia pp65 (CHANGPIN et al, 2001).

Dois pacientes com infeccdo ativa pelo HCMV, tiveram sintomas
compativeis com doenga pelo HCMV. Estes foram os dois unicos pacientes que
tiveram infecgdo ativa detectada pela antigenemia. Um paciente teve febre e
acometimento pulmonar e outro teve febre, dores abdominais e diarréia.

Em um estudo realizado por Costallat e colaboradores, em 1996,
demonstrou que a hemorragia pulmonar € rara no lupus, mas quase sempre fatal.
Porém o diagndstico de hemorragia pulmonar pode ser dificil porque as
manifestacbes clinicas sao semelhantes as das complicagdes infecciosas.
Dispnéia, tosse, hemoptise, dor toracica, febre, hipdxia e presenga de infiltrado
alvéolo-intersticial ao exame radiografico podem ocorrer em ambas as condi¢des.
Broncoscopia € procedimento fundamental para se confirmar ou afastar a
presenca de infeccdo concomitante. Outros testes laboratoriais para confirmar ou
afastar infecgdo ativa pelo HCMV também se faz necessario para o diagnostico,
sendo que as manifestagdes clinicas sao parecidas. (COSTALLAT et al, 1996).

A mortalidade no LES é ainda consideravel, a despeito do aumento linear
de sua sobrevida. A maioria dos trabalhos tem colocado as infecgoes como

causas de 6bito mais frequentes em pacientes com LES nas ultimas décadas. A
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presenca de doenca lupica ativa e o uso de corticosterdides tém mostrado
associagao com a ocorréncia de infeccdo (COSTALLAT et al, 1993; DORIA et al,
2008).

Em pacientes com Lupus Eritematoso Sistémico (LES), as causas
infecciosas incluindo a infecgao pelo citomegalovirus € uma das principais causas
de morte nestes pacientes, superando até mesmo a mortalidade causada pela
atividade da propria doenga (SARZI-PUTTINI et al, 2005).

Nosso estudo mostrou que 2/4 (50%) pacientes com infecgdo ativa pelo
HCMV, apresentaram provavel doenga por HCMV, sendo 1/2 (50%) foi a ébito por
provavel doengca por HCMV. Porém, estes casos de doengca na foram
comprovados através de exames histopatoldgicos e néo foi realizada necropsia no
caso que evoluiu para o obito.

Em outro estudo realizado por Costallat e colaboradores, em 1997, foram
analisadas as causas de oObito de 55 pacientes com LES entre um periodo de
fevereiro de 1973 a fevereiro de 1996, onde 17 pacientes haviam sido submetidos
a necropsia. Os resultados obtidos foram que em 29/55 (52,7%) pacientes, o 6bito
foi devido a causa infecciosa. Entre esses pacientes, 2/29 (3,6%) foram a 6bito por
pneumonia causada pelo citomegalovirus (COSTALLAT et al, 1997).

A identificagdo dos pacientes com infecgdo ativa pelo HCMV foi um
marcador precoce para selecionar pacientes com alto risco de desenvolver doenga
por HCMV, e também obito por HCMV. Esta possibilidade permite um melhor
prognostico no tratamento do LES em relagdo as complicagdes que poderiam ser
causadas pelo HCMV, inclusive, com este diagndstico, foi possivel distinguir os
sintomas de HCMV da doenca lupica (YOON et al, 2002; BARZILAI et al, 2007).

Sugerimos com este trabalho, que apesar da baixa freqiéncia da
ocorréncia da infeccao ativa pelo HCMV nos pacientes com doencgas reumaticas,
principalmente o LES, que sao tratados com altas doses de corticosterdides
incluindo pulsos de metilprednisolona e/ou imunossupressores, € importante que
seja realizado um diagndstico diferencial da doenga lupica das infecgdes

oportunistas, principalmente o HCMV.
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O intenso tratamento imunossupressor para os sintomas da doenca de
base pode deixar os pacientes mais susceptiveis a outras infecgdes graves.
Observamos entre os pacientes estudados nesta casuistica alguns fatores de risco
para desenvolvimento de doenca pelo HCMV: infec¢ao ativa pelo HCMV, uso de
corticoides e imunossupressores em doses elevadas e a presenga de doencga
lupica ativa, que deverdo ser considerados além da soropositividade IgG.
Verificamos também, que as técnicas de N-PCR e antigenemia foram sensiveis e
especificas em determinar quais os pacientes com infecgao ativa pelo HCMV,
porém, o teste da antigenemia demonstrou um 6timo valor preditivo positivo para

doenga por HCMV, pois detectou somente estes casos.
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Diante dos resultados apresentados no presente estudo, obtivemos as

seguintes conclusoes:

Detectamos a presenga do DNA do HCMV em 4/40 (10%) pacientes e a
presenca do antigeno pp65 do Citomegalovirus em 2/40 (5%) pacientes
estudados em amostras de sangue de pacientes com Lupus Eritematoso

Sistémico;

Verificamos a presenca das imunoglobulinas G e M anti-HCMV em 40/40
(100%) e 2/40 (5%) através do teste sorologico tipo ELISA nos pacientes

estudados;

Verificamos o impacto clinico causado pela infecgao ativa e doenca por
HCMV nos pacientes com lupus dessa casuistica, sendo que 2/4 (50%) dos
pacientes com infeccao ativa por HCMV detectados com antigenemia e/ou
PCR tiveram doengca por HCMV e um deles foi a obito por doenca

compativel por HCMV.

A deteccao precoce da infeccado ativa pelo HCMV é de extrema importancia

nos

pacientes desta casuistica para um uso mais cuidadoso de

imunossupressores e terapia antiviral especifica.
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Anexo 1: Sledai (indice de atividade da doenca Lupus Eritematoso

Sistémico

INFECGAO ATIVA PELO CITOMEGALOVIRUS EM PACIENTES COM LUPUS ERITEMATOSO

SISTEMICO

MONITORIZAGAO LABORATORIAL DE INFECGAO ATIVA PELO CITOMEGALOVIRUS
ESCALAS DE AVALIAGAO DE ESTAGIO DA DOENGA (LES)

Nome:

HC:

DATA COLETAL:

DATA COLETA2:

ESTAGIO SLEDAI:

Peso Descritor Definicao
Inicio recente (Ultimos 10 dias). Excluir causas metabdlicas

8 Convulsao infecciosas e por drogas ou convulsdo causada por dano no SNC
irreversivel, ocorrido no passado.

8 Psicose Habilidade alterada de realizar atividades normais devido a
disturbio sério de percepccdo da realidade. Incluir alucinagOes,
incoeréncia, associacdes nitidamente imprecisas, raciocinio
empobrecido,  raciocinio  nitidamente  ilégico,  estranho,
desorganizado, ou comportamento catatonico. Excluir causas por
uremias e drogas.

8 Sindrome cerebral | Fungdo mental alterada, com orientacdo e memoria prejudicadas

organica ou outra funcdo intelectual comprometida, apresentando inicio
rapido e sintomas clinicos oscilantes. Incluir pertubacdo da
consciéncia, com reducdo da capacidade de concentrar e
incapacidade para prestar atengao ao ambiente, mas no minimo 2
dos sintomas: disturbios de percepgado, discurso incoerente, insonia
ou sonoléncia durante o dia, ou aumento ou diminuigdo da
atividade psicomotora. Excluir causas metabdlicas, infecciosas ou
por drogas.

8 AlteracGes do LES na retina e nos olhos. Incluir corpos citdides,
hemorragias da retina, secrecdo serosa de hemorragia no cordide,

Distlrbio Visual neurite dptica, esclerite ou episclerite. Excluir hipertensao, infeccdo
Ou causas por drogas.

8 Disturbio nervoso | Novo inicio de neuropatia sensorial ou motora, envolvendo os

craniano nervos cranianos. Incluir vertigem causada pelo Lupus.

8 Cefaléia do Lupus Dor de cabeca forte e persistente: pode ser migranea, mas nao
responsiva a analgesia narcdtica.

8 AVC Novo inicio de AVC(s). Excluir causas por Arteriosclerose ou
hipertensao.

8 Vasculite

Ulceracdo, gangrena, nddulos sensiveis nos dedos, infarto
periungual, hemorragias puntiformes(splinter), ou biopsia
ou exame de angiografia para vasculite.
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Artrite Mais de duas juntas apresentam dor e sinais de inflamacgdo(ou seja,
sensibilidade, inchago ou efusdo).
Miosite Dor/Fraqueza do musculo proximal, associados a niveis elevados de

creatinina fosfocinase/aldolase, ou alteracdes de eletromiograma,
ou biopsia apresentando miosite

Cilindros Urinarios

Cilindros hematicos ou hemegranulares.

Hematuria

> que 5 glébulos vermelhos/campo de alta poténcia .Excluir
calculos, infecgBes ou outras causas.

Proteindria

Novo inicio ou aumento recente d emais de 0,5g/24 Horas.

Pitrria

> que 5 globulos brancos/campo de alta poténcia. Excluir
infeccao.

Rash Cutaneo

Rash cutdneo do LES recente ou em adamento

Alopécia

Perda de cabelo anormal nova ou em andamento,irregular ou
difusa, causada por lGpus ativo.

Ulceras na mucosa

UlceragOes orais ou nasais novas ou em andamento, causadas por
IGpus ativo.

Pleurisia Dor toracica pleuritica classica e séria, ou atrito pleural, ou efusdo,
ou espessamento pleural devido ao lUpus.
Pericardite Dor pericardica classica ou séria, ou atrito, ou efusdo, ou

confirmacdo por eletrocardiograma.

Complemento Baixo

Diminuicdo de CH50, C3 ou C4, em niveis abaixo do limite minimo
de normalidade em testes laboratoriais.

Ligacdo de DNA elevada

> que 25% de ligagdo por meio de ensaio Farr ou intervalo acima
do normal em testes laboratoriais.

Febre

> que 38° C. Excluir causainfecciosa.

Trombocitopenia

< que 100.000 plaquetas/ mm?

Leucopenia

< que 3.000 glébulos brancos/mm?®. Excluir causas por drogas.
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Anexo 2: Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE  CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO

Eu,

R.G. , aceito colaborar com o estudo “ Infeccdo ativa por Citomegalovirus em

b

pacientes com Liupus Eritematoso sistémico ”, que serd realizado na faculdade de Ciéncias Médicas da

Universidade Estadual de Campinas, para pesquisa da infeccdo ativa pelo citomegalovirus utilizando a
Reagdo em Cadeia da Polimerase e a Antigenemia. Para isso, sei que colherdo 2 amostras de sangue com
intervalo de até 1 més, no ambulatério ou enfermaria de Reumatologia do HC-UNICAMP, para a realizagdo
dos testes diagnosticos. Estou ciente que poderei desistir de participar deste estudo a qualquer hora, e que isto
nada ira prejudicar o meu tratamento; e que a minha colaboracdo em muito auxiliard o tratamento dos
pacientes que vierem a apresentar infeccdo pelo citomegalovirus. Estou ciente de que todos os dados colhidos
serdo sigilosos, e que meu nome ndo sera colocado em qualquer publicacdo. A amostras serdo armazenadas
em freezer — 20 ° C, seguindo as normas da resolugao N° 347., como fonte de material biologico para estudos
futuros.

Referente ao armazenamento das amostras, optarei por uma alternativa se aceitarei ou nio que minha
amostra seje armazenada como fonte de material bioldgico para possiveis estudos futuros, ap6s aceitacio pelo
Comité de Etica em Pesquisa.

( ) ACEITO ( )NAO ACEITO

Campinas, de de

Assinatura do Paciente ou Responsavel

Pesquisador responsavel: Cristiane Mudinutti- tel. (19) 3521 7734- (19) 3567 1233.
E-mail: crismudik@fcm.unicamp.br

Orientador (a): Prof* Dr* Sandra Cecilia Botelho Costa- tel. (19) 3289 2351

E-mail: costa @fcm.unicamp.br

Comité de Etica em pesquisa- tel. (19) 3521 8936.
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Anexo 3- Caracteristicas Gerais dos Pacientes estudados

N°_| INICIAIS |IDADE| _SLEDAI IgM-DATA | IgG/DATA AGM1-DATA PCR1-DATA
1 | stcF | 53 |NAOATIVO| NR29/11/2006 | 147 UA/mI | NEGATIVO-20/11/2006 | NEGATIVO-29/11/2006
2 TCV 18 | NAOATIVO | \R.11/04/2007 | 58 UA/mI | NEGATIVO-11/04/2007 | NEGATIVO-11/04/2007
3 | JMm 31 ATIVO | NR-15/08/2007 | 72 UA/mI | NEGATIVO-15/08/2007 | NEGATIVO-15/08/2007
4 RST 29 ATIVO | NR.13/12/2006 | 60UA/mI | NEGATIVO-13/12/2006 | NEGATIVO-13/12/2006
5 | MHLC | 48 | ATVO | NR-20/12/2006 | 151UA/mI | NEGATIVO-20/12/2006 | NEGATIVO-20/12/2006
6 | NCSA | 49 |NAOATIVO| NR.25/04/2007 | 112UA/mI | NEGATIVO-25/04/2007 | NEGATIVO-25/04/2007
7 ACS 31 | NAOATIVO | \R.23/05/2007 | 94UA/mI | NEGATIVO-23/05/2007 | NEGATIVO-23/05/2007
8 EGS 27 | ATVO | NR-10/01/2007 | 112UA/mI | NEGATIVO-10/01/2007 | NEGATIVO-10/01/2007
9 | ADG 55 | NAOATIVO | pyy: 17/01/2007| 111UAImMI | NEGATIVO-17/01/2007 | NEGATIVO-17/01/2007
10 LC 25 |NAOATIVO | \R.17/01/2007 | 90UA/mI | NEGATIVO-17/01/2007 | NEGATIVO-17/01/2007
11 | smB 31 ATIVO | NR-24/01/2007 | 135UA/mI | NEGATIVO-24/01/2007 | NEGATIVO-24/01/2007
12 | mJBs | 29 ATIVO  |pyvi: 24/01/2007| 400UA/mI | NEGATIVO-24/01/2007 | POSITIVO-24/01/2007
13 | ALS 50 ATIVO | NR-14/02/2007 | 346UA/mI | NEGATIVO-14/02/2007 | NEGATIVO-14/02/2007
14 | SRGS | 45 ATIVO | NR.14/02/2007 | 175UA/mI | NEGATIVO-14/02/2007 | NEGATIVO-14/02/2007
15 | MEMF | 43 | ATVO | NR-07/03/2007 | 155UA/mI | NEGATIVO-07/03/2007 | NEGATIVO-07/03/2007
16 | MBD 39 |NAOATIVO | NR-14/03/2007 | 100UA/mI | NEGATIVO-14/03/2007 | NEGATIVO-14/03/2007
17 | RcDF | 39 |NAOATIVO| NR.25/07/2007 | 159UA/mI | NEGATIVO-25/07/2007 | NEGATIVO-25/07/2007
18 | sccp | 23 |NAOATIVO| NR.04/04/2007 | 398UA/mI | NEGATIVO-04/04/2007 | NEGATIVO-04/04/2007
19 IR 42 |NAOATIVO | NR.04/04/2007 | 169UA/mI | NEGATIVO-04/04/2007 | POSITIVO-04/04/2007
20 | MPP 25 ATIVO 1.02UA/ml | >400UA/mI | NEGATIVO-11/04/2007 | NEGATIVO-11/04/2007
21 LSR 40 ATIVO | NR.23/05/2007 | 203UA/mI | NEGATIVO-23/05/2007 | POSITIVO-23/05/2007
22 | sSAM 45 | ATVO | NR23/05/2007 | 110UA/mI | NEGATIVO-23/05/2007 | NEGATIVO-23/05/2007
23 | miFsL | s0 |NAOATIVO| NR13/06/2007 | 205UA/mI | NEGATIVO-13/06/2007 | NEGATIVO-13/06/2007
24 | KRO 42 | ATVO | NR27/06/2007 | 352UA/mI | NEGATIVO-27/06/2007 | NEGATIVO-27/06/2007
25 | BFss | 18 |NAOATNO| ¢95ya/mi | 180UA/mI | NEGATIVO-13/06/2007 | NEGATIVO-13/06/2007
26 | APC 45 |NAOATIVO | R 27/06/2007 | 136UA/MmI LR-27/06/2007 NEGATIVO-27/06/2007
27 | LRM 30 | ATVO | NR10/07/2007 | 113UAImI | NEGATIVO-10/07/2007 | POSITIVO-10/07/2007
28 | cMmT 23 |NAOATIVO| NR11/07/2007 | 179UAIMI | NEGATIVO-11/07/2007 | NEGATIVO-11/07/2007
20 | masp | s0 |NAOATVO | NR18/07/2007 | 209UAmI | NEGATIVO-18/07/2007 | NEGATIVO-18/07/2007
30 | MAB 47 | NAOATVO | NR01/08/2007 | 209UA/mI | NEGATIVO-01/08/2007 | NEGATIVO-01/08/2007
31 | AEL 50 |NAOATIVO | NR01/08/2007 | 208UA/mI | NEGATIVO-01/08/2007 | NEGATIVO-01/08/2007
32 | VLH 50 |NAOATIVO | NR01/08/2007 | 178UA/mI | NEGATIVO-01/08/2007 | NEGATIVO-01/08/2007
33 | MFF 43 ATIVO | NR08/08/2007 | 162UA/mI | NEGATIVO-08/08/2007

34 | GPC 28 ATIVO | pyv.15/08/2007 | 200UA/mI | NEGATIVO-15/08/2007 | NEGATIVO-15/08/2007
35 | MMs 26 ATIVO | NR22/08/2007 | 107UA/mI | NEGATIVO-22/08/2007 | NEGATIVO-22/08/2007
36 | MPM 34 | ATVO | NR05/09/2007 | 67UA/mI | NEGATIVO-05/09/2007 | NEGATIVO-05/09/2007
37 | cos 60 | NAOATIVO | R 19/09/2007 | 107UA/mI | NEGATIVO-19/09/2007 | NEGATIVO-19/09/2007
38 | ESP 36 ATIVO | NR10/10/2007 | 159UA/mI | NEGATIVO-10/10/2007 | NEGATIVO-10/10/2007
39 | RCSC | 49 ATIVO | NR31/10/2007 | 232UA/ml LR-31/10/2007 NEGATIVO-31/10/2007
40 | EAPS | 50 ATIVO | NR13/06/2007 | 140UA/mI LR-13/06/2007 NEGATIVO-13/06/2007
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62 COLETA/
N 52 COLETA /RESULTADOS - | RESULTADOS AGM /
42 COLETA /RESULTADOS - AGM/PCR AGM/PCR PCR

14 18/04/2007 / AGM - POSITIVO +21/ PCR- | 25/04/2007 / AGM - POS +1/ 02/05/2007 /| AGM -
POS PCR -POS NEG/PCR -NEG
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Anexo 4: Aprovagao do comité de ética

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

® www.fgm_unica|np_brfl)csquisa/clicnfindcx.html

2'VIA

CEP, 27/07/07.
(Grupo 111)

PARECER PROJETO: N° 789/2006 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto)
CAAE: 0638.0.146.000-06

I-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “INFECCAO ATIVA POR CITOMEGALOVIRUS EM PACIENTES COM
LUPUS ERITEMATOSO”

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Cristiane Mudinutti

INSTITUIGAO: HC/UNICAMP

APRESENTACAO AO CEP: 11/12/2007

APRESENTAR RELATORIO EM: 23/01/08 (O formulério encontra-se no sife acima)

Il - OBJETIVOS

Identificar a infecgdo por HCMV através de: - DNA-HCMV, através de nested-PCR; -
antigeno pp65 do virus, através de antigenemia; - sorologia tipo elisa IgG e IgM. Relacionar os
gen6tipos do virus com a gravidade/manifestagdo clinica da doenga.

101 - SUMARIO

Trata-se de um projeto de mestrado, o qual se pretende investigar a infec¢do pelo
citomegalovirus humano nos pacientes com Lipus Eritematoso (LE), através de marcadores de
infecgdo ativa: a detecgdo do DNA e de antigenos do HCMYV. Serdo realizadas técnicas de
genotipagem e reagdes sorologicas para identificar as cepas presentes, correlacionado-as com a
gravidade/manifestagéo clinica da infecgdo.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

Projeto adequado. Nao expde o paciente a riscos, sendo a coleta de amostra de sangue ©
Ginico procedimento extra a0 acompanhamento de rotina. O Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido foi adequado as normas da resolugdo 347/05.

V - PARECER DO CEP

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento
em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (Res. CNS
196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido,
na integra, por ele assinado (Item IV.2.d). :
Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apos analise das razoes da descontinuidade pelo CEP que o

Comité de Etien em Pesquisa - UNICAMDP
Hua: Tessalia Vieira de Camargo, 126
Caixa Postal 6111

13084-971 Cumpinas — SP

FONL (019) 3521-8936
FAX  (019)3521-T187
coprafem.unicamp.br
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FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

® www.fem.unicamp.br/pesquisa/etica/index htm!

aprovou (Res. CNS Item II1.1.z), exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Ttem V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagdo ao CEP e & Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitiria — ANVISA —
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Eni caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente 4 ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envid-las também & mesma junto com o parecer aprovatorio do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item I11.2.¢)

Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos

estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

VII - DATA DA REUNIAO

Homologado na I Reunidio Ordinaria do CEP/FCM, em 23 de janeiro de 2007.

Profa. Dra/Carme Silvia Bertuzzo
PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM / UNICAMP
Comité de Eticn em Pesquisa - UNICAMP o _
Rua: Tessilia Vieira de Camargo, 126 FONE (1Y) 3521-8936
Calxa Postal 6111 1<'.-\X. (019) 3521-7187
13084-971 Cammpinis ~ SP ceprafom.unicamp. b
.

Anexos e Apéndices

142



