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RESUMO

O Lupus Eritematoso Sistémico (LES) é uma patologia sistémica do tecido conjuntivo,
gue se apresenta de maneira variada na dependéncia do 6rgao afetado, da gravidade
de seu acometimento e da idade do paciente, tendo influéncia de fatores raciais, de
padrées imunologicos e ambientais. Pacientes lUpicos tém grande predisposigéo para
desenvolver infecgbes gragas a imunossupressao induzida pela prépria doenga como
pelo uso de varios medicamentos em seu tratamento. Infeccbes causadas por
herpesvirus, principalmente o Citomegalovirus Humano (CMV) e o Epstein-Barr (EBV),
tém sido implicadas em varias doencas autoimunes graves, incluindo o LES. A
reativacao dos herpesvirus 6 e 7 (HHV-6 e HHV-7) geralmente ocorre em pacientes
imunodeprimidos, mas seus papéis ainda sdo pouco estudados. As infec¢bes por
herpesvirus tém influéncia tanto no inicio do processo autoimune quanto na
exacerbacao da progressao da doenca. A identificacdo de pacientes com alto risco de
desenvolver doenca pelos herpesvirus pode ser realizada utilizando técnicas de
deteccédo de infecgdo ativa, como a Reacdo em Cadeia da Polimerase (Nested-PCR) e
a deteccédo do antigeno pp65 do CMV (Antigenemia). Dependendo do caso, estes
pacientes podem receber tratamento com antivirais. Diante do exposto, os objetivos
deste estudo foram: monitorizar os pacientes com LES em relagéo a infecg&o ativa por
CMV, EBV, HHV-6 e HHV-7, utilizando as técnicas de Nested-PCR e de antigenemia,
bem como avaliar o impacto clinico dessas infec¢gées. Foram incluidos neste trabalho,
amostras de sangue de 71 pacientes em seguimento no Departamento de
Reumatologia da Faculdade de Ciéncias Médicas — UNICAMP, com diagndstico de LES
confirmado, sendo que 20/71 (28%) estavam com o lupus ativo (SLEDAI = 8) e 51/71
(72%) dos pacientes nao tinham atividade lupica (SLEDAI < 8).

Das amostras de sangue pesquisadas, 10/71 (14%) foram positivas para os
herpesvirus estudados, sendo que 90% destes pacientes com infecgdo ativa
apresentavam o lupus em atividade (p=<0,006). Infecgao ativa pelo CMV ocorreu em 4
pacientes (5,6%). HHV-7 foi detectado em 4 amostras (5,6%). Dois outros pacientes
apresentaram dupla infec¢ao por CMV e HHV-7 (2,8%). Infeccao ativa pelo EBV e HHV-
6 nao foi detectada em nenhuma das amostras analisadas. Dois pacientes foram a
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Obito, sendo que um deles evoluiu com sepse de foco pulmonar (provavel doenga por
CMV) e o outro com sepse por Psedomonas aeruginosa. Diante dos resultados
obtidos, podemos observar que a infecgao ativa pode ocorrer nos pacientes com LES,
principalmente naqueles com a doenca em atividade. Poucos estudos tém avaliado o
impacto destas infeccbes no cuidado diario dos pacientes com LES. Acreditamos que
este trabalho seja pioneiro e sera de fundamental importancia, contribuindo com este
grupo de pacientes. Entretanto, futuros estudos deverdo ser implementados com um
nuamero maior de pacientes e de coletas/paciente, principalmente naqueles com LES

em atividade, que foram demonstrados com aqueles com fator de risco aumentado.



ABSTRACT

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a connective tissue systemic pathology that
presents itself in several ways, depending on the organ affected, the seriousness of the
disease and patient’s age, being influenced by racial factors, immunologic and
environmental patterns. SLE patients have great predisposition to develop infections
due to the immunosuppression induced by the disease itself and by the use of medicine
in the treatment. Infections caused by herpesvirus, especially Human Cytomegalovirus
(CMV) and Epstein-Barr (EBV), have been developed into several serious autoimmune
diseases, including SLE. Herpesvirus 6 and 7 (HHV-6 and HHV-7) reactivation generally
occurs in immunodepressed patients, but their roles are unclear. Herpesvirus infections
have influence both on the beginning of the autoimmune process and on the aggravation
of the disease progression. The patients that present high risks of developing
herpesvirus related diseases can be identified using active infection detection
techniques, such as the Nested polymerase chain reaction (Nested-PCR) and the CMV
pp65 antigen detection (antigenemia). Depending on the case, the patients can receive
treatment with antivirals. Face to the exposed, the objectives of this study were: to
monitor the patients with SLE with regard to active infection by CMV using Nested-PCR
and antigenemia techniques, and EBV, HHV-6, HHV-7 in serum, as well as to evaluate
the clinic impact to these infections. There were included in this work blood samples of
71 patients that are being treated at the Department of Rheumatology, Faculty of
Medical Sciences — University of Campinas - UNICAMP, with a confirmed SLE
diagnosis, given that 20/71 (28%) had active lupus (SLEDAI = 8) and 51/71 (72%) of the
patients didn’t present lupic activity (SLEDAI < 8). Considering the blood samples
researched, 10/71 (14%) were positive for the studied herpesvirus, and 90% of the
patients with active infection presented lupus in activity (p < 0,006). Active infection by
CMV was observed in 4 patients (5,6%). HHV-7 was detected in 4 samples (5,6%). Two
other patients presented double infection by CMV and HHV-7 (2,8%). Active infection
by EBV and HHV-6 was not detected in any of the analyzed samples. Two patients have
deceased, whose conditions developed into pulmonary sepsis (probable disease by
CMV) and into Psedomonas aeruginosa sepsis, respectively. After analyzing the
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achieved results, we observe that active infection can appear in patients with SLE,
especially in those with the disease in activity. Few studies have evaluated the impact
of these infections on the daily care of patients with SLE. In this sense, we believe that
this work is pioneer and that it will be of fundamental importance, contributing to this
group of patients. However, future studies should be implemented, with a larger number
of patients and samples, especially those with SLE in activity, which are the ones with

increased risk factor as shown.

Xi



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ACR - American College of Rheumatology

AIDS — Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
AINE- Anti-inflamatérios ndo Esteroidais

ANA — Anticorpo Antinuclear

Anti-Sm — Anti-Smith

ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
BILAG - British Isles Lupus Assessment Group
CFO - Ciclofosfamida

CMV/HHV-5 — Herpesvirus humano 5 / Citomegalovirus
DNA — Acido desoxirribonucleico

EBV — Herpesvirus humano 4 / Epstein-Barr
EDTA — Anticoagulante Acido Etilenodiamino Tetra-Acético
EPI — Equipamento de protecao individual

FAN- Fator Antinucleo

FCM - Faculdade de Ciéncias Médicas

HC — Hospital das Clinicas

HHV-6 — Herpesvirus humano 6

HHV-7 — Herpesvirus humano 7

HLA — Antigeno Leucocitario Humano
HSV-1/HHV-1 — Herpesvirus humano 1
HSV-2/HHV-2 — Herpesvirus humano 2

IL — Interleucina

Xii



INF-a — Intérferon a
KSHV/HHV-8 — Herpesvirus humano 8

LAI - University of California, San Francisco/Johns Hopkins University Lupus Activity

Index

LES - Lupus Eritematoso Sistémico

LMP - Proteinas de Membrana

MHC - Complexo Maior de Histocompatibilidade

N-PCR - Reacgédo em Cadeia da Polimerase tipo Nested
PBMC — Células Mononucleares de Sangue Periférico
PBS - Solucao Tampao Fosfato

PCR - Reacao em Cadeia da Polimerase

RPM — Rotacdes por Minuto

SLAM - Systemic Lupus Activity Measures

SLEDAI - Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index
SNC - Sistema Nervoso Central

TGO — Transaminase Glutdamico Oxalacética

TGP — Transaminase Glucamico Piravica

TNF-a — Fator de necrose tumoral a

UV — Ultravioleta

VHS - Velocidade de Hemossedimentagao

VZV/HHV-3 — Herpesvirus humano 3

Xiii



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 — Critérios para classificagao e diagnéstico do Lupus Eritematoso Sistémico

TABELA 2 — Classificagdo d0S herpesvirus ... 25

TABELA 3 — Tipos de amostras e técnicas utilizadas para deteccao de infeccao ativa

PeloS Nerpesvirus €M €STUTO ......ooi i 45
TABELA 4 — Sequéncia dos primers utilizados na Nested-PCR para a EBV .............. 45

TABELA 5 — Concentragdes de reagentes e ciclos utilizados durante a Reacdo em
Cadeia da Polimerase tipo Nested(N-PCR) — 35CiClOS. ......coviiiiiiiiiiiieeeeeeiieeeeeen 45

TABELA 6 — Sequéncia dos primers externos e internos que flanqueiam uma regiao
conservada do genoma do CMV, utilizados na PCR e na Nested-PCR...................... 49

TABELA 7 — Concentragdes de reagentes e ciclos utilizados durante a Reacdo em

Cadeia da Polimerase tipo Nested (N-PCR) — 30 CiClOS .....ccceeeeeeeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeee, 50
TABELA 8 — Sequéncia dos primers utilizados na Nested-PCR para HHV-6 ............. 50
TABELA 9 — Concentracdo de Reagentes e Ciclos utilizados durante a Reacdo em
Cadeia da Polimerase tipo Nested (N-PCR) — 30 CiClOS .....cccoeeeeeeeeieeeiieeeeeeeeeeeeeeeee 51
TABELA 10 — Sequéncia de primers utilizados na Nested-PCR para HHV-7 ............. 51

TABELA 11 — Concentragdes de reagentes e ciclos utilizados durante a Reagdo em
Cadeia da Polimerase tipo Nested (N-PCR) — 30 CicloS .....cceeeeeeeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeee 52

TABELA 12 — Sequéncia de primers que flanqueiam uma regido conservada do gene
da B- Globina utilizados Na PCR ..o 52

TABELA 13 — Concentracdes de reagentes e ciclos utilizados durante a Reagdo em

Cadeia da Polimerase — 40 CICIOS ... eeeeeeeee et 53
TABELA 14 — Caracteristicas dos 71 pacientes incluidos no estudo. .............cc.....ee. 58
TABELA 15 — Total de exames realizados durante 0 eStudo ......coveeeeieieieiieaeaeeeen. 59

Xiv



TABELA 16 — Pacientes com Infeccao Ativa causada pelos Herpesvirus estudados,

grau de imunossupressao e farmaco utilizado .........ceevvvevviiieieieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 60

XV



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 — Estrutura do Epstein-Barr virus, EBV.........ooooiiiiieieeeee 27
FIGURA 2 — Estrutura do Citomegalovirus Humano, CMV .........ccccccoiiiiiiiiiiinieee e, 30
FIGURA 3 — Estrutura do Herpesvirus Humano 6, HHV-6............ccccoiiiinns 34

FIGURA 4 — Fotomicrografia eletrénica do HHV-7 exibindo sua ultraestrutura 22...... 37

FIGURA 5 — Leituras das laminas em microscépio optico (marca NIKON - Eclipse E200)

FIGURA 6 — Eletroforese em gel de agarose de produtos da Nested-PCR para EBV 53

FIGURA 7 — Eletroforese em gel de agarose de produtos da Nested-PCR para CMV

reveladas com brometo de etidio e fotografadas sob luz UV .........ccccccoiiiiinnnnnnns 54

FIGURA 8 — Eletroforese em gel de agarose de produtos da Nested-PCR para HHV-6
de 1 amostra positiva, reveladas com brometo de etidio e fotografadas sob luz UV ..55

FIGURA 9 — Eletroforese em gel de agarose de produtos da nested-PCR para HHV-7

de 4 amostras positivas, reveladas com brometo de etidio e fotografadas sob luz

FIGURA 10 — Eletroforese em gel de agarose de produtos da PCR para -Globina de
8 amostras positivas, reveladas com brometo de etidio e fotografadas sob luz UV....56

XVi



SUMARIO

1 INTRODUGAOQ ...ttt es et n et n et n e eeeens 19
1.1 LUpus Eritematoso SISTEMICO .......coiiiiiiiiiiiiie e 19
LI S T 1= (o - SRS 19
1.1.2  DOFINMIGAOD . «.eeeeeeeee e e e e e e 19

1.1.3  BHOIOQIA .o 19

1.1.4 Diagndstico € ClassifiCagan ........ccuuuriiiiiiiiiiiiiiieeeee e 21
1.1.5 EPIdemiologia.....cooieiiieeeeee e 23

1.1.6 indice de AtiVIdade LUPICA ........coveverrereeeeeeeeeeeeeeeeeee et 23
1.1.7 Tratamento do Lupus Eritematoso SiStEMICO ........ceevveiiiiiiiiiiiiiiiiieeeees 23
1.1.8 Lupus Eritematoso Sistémico e INfecGOes .........uuvmrriiieiiiiiiiiiiieieeeeeeeee 24

1.2 HEIPESVIIUS ...ttt e e e e e e et e e e e e e e e e e nnnreeeeeaaens 24
1.2.1  Epstein-Barr (HHV-4 0u EBV).......ooooii 26
1.2.2 Citomegalovirus HUmMano (CMV) .......oooiiiiiiiee e 29
1.2.3 Herpesvirus HUMano 6 (HHV-6)..........ccooo e 33
1.2.4 Herpesvirus Humano (HHV-7) ..., 36

2 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA ....oooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s nnn s s s s e s 41
KO = N 1 IV 1 SRR 42
4 CASUISTICA E METODOS ...ttt ssse s 43
4.1 CaSUISTICA ...t e e e e e e e e e e e e e e e aaan 43
4.1.1 Critérios para inclusdo dos pacientes N0 estudo ...........cceeeeeeeeeeeiiiiiinnnee. 43
4.1.2 Critérios de suspensao OuU eNCErramento .........ceeueeeeeiiiurriereeeeeeeeesaineeee 43
4.1.3 Critérios para Caracterizagdo de Atividade Lupica.........cccccceeveeiiiiinnnnne. 43
4.1.4 Critérios para Caracterizacdo de Infecgédo Ativa pelos herpesvirus......... 44
4.1.5 Graus de IMUNOSSUPIESSEOD ... ..uuuuieieieeeaiiiiiiieeee e e e e e e e e e e e e e 44
4.1.6 Sigilo dos Dados ODBtAOS ......c.vveeeeiiiiiiee e 44

4.2 Métodos Laboratoriais e Tipos de Amostras Utilizadas no Diagnéstico de
g1 {=Teloz= Lo AN (V7= LSRR 44



4.2.1 Deteccao de Infeccdo Ativa Pelo Epstein-Barr ..., 45

4.2.2 Deteccao de Infeccao Ativa Pelo Citomegalovirus ..........ccccceveeeiiiiinnee. 46
4.2.3 Deteccao de Infeccdo Ativa Pelo Herpesvirus Humano 6 ....................... 50
4.2.4 Deteccao de Infeccdo Ativa Pelo Herpesvirus Humano 7 ....................... 51
4.2.5 Deteccao do Gene da B—Globina Humana..........ccceeeeeeeeeeeiieeeceeeeeeeee, 52
4.2.6 Visualizagdo dos Fragmentos Amplificados Pela Nested-PCR ............... 53

G = 10 TS T Y= To [N =g L= 56
4.4 ANAliSe ESTAtiSCA . .evveeiiiiiieieeeee e 57

5 RESULTADOS......ooi oottt eeee ettt et e st e esee e e sstee e sseeeesnseeeanaeeeanseneanneeeeas 58
5.1 Caracteristica dos Pacientes Incluidos no Estudo...........c.cccooeiniiiiniiniinenn, 58
5.2 Total De Exames Realizados Durante A Monitorizagao ..........cceeeeeeeeeeeeeeeeeenenn. 58
5.3 Ocorréncia de Infeccdo Ativa causada pelos Herpesvirus nos pacientes
estudados e atividade IUPICA.........uueeiiiiiiiii e 59

5.4 Relato dos casos dos 10 pacientes que apresentaram infecgdo ativa causada
pelos herpesvirus estudados .........cooii i 60

B DISCUSSAOD ......ocuoiieitiieeeteieeete sttt 63
7 CONCLUSAD ..ottt 66
ST 1 [ R ORSR 67
9 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......cuiuiiiiiiniieieireteesiseiseie s 67
O AN =5 (@ I OSSPSR 83
TTANEXO 2 oottt ettt e et e e e ea e e e et e e e nre e e anne e e e nnne e e aneeeennneas 85

XViii



1 INTRODUCAO

1.1 Lupus Eritematoso Sistémico
1.1.1 Historia

O Lupus foi primeiramente descrito pelo dermatologista francés Biett em 18281,
Foram relatados nos primeiros estudos apenas descricoes da doenca, com énfase nos
problemas de pele. Quarenta e cinco (45) anos mais tarde, um dermatologista chamado
Kaposi observou que alguns pacientes com lesdes cuténeas tipicas de Lupus também
apresentavam o6rgaos internos afetados 2. Nos anos 1890, o americano Willian Osler
observou que o LUpus podia afetar 6rgaos internos sem lesées na pele®. Em 1948, foi
descrita por Malcon Hargraves a célula LE como uma célula em particulas encontrada no
sangue de pacientes com LES (Lupus Eritematoso Sistémico)3. Possibilitou-se entao,
através desta descoberta, que médicos identificassem mais casos de LES usando
simplesmente um exame sanguineo. Desde entdo, varios anticorpos, que agem contra
os tecidos, vém sendo associados ao LES. A deteccdo destes tem sido usada para

desenvolver testes mais sensiveis ao diagnéstico do LES%.
1.1.2 Definicao

O Lupus Eritematoso Sistémico (LES) é uma doenga inflamatéria crénica do tecido
conjuntivo caracterizada por alteragbes autoimunes e grandes variedades de
manifestagdes clinicas. Diversos 6rgéos e/ou sistemas podem ser acometidos de forma

concomitante ou consecutiva, com prognéstico e evolugido muitas vezes imprevisiveis®.
1.1.3 Etiologia

O LES é uma doenga multissistémica, extremamente complexa, caracterizada pela
producéo de diversos autoanticorpos e inflamacéo que envolve quase todos 0s 6rgaos
do corpo®.

A doenca apresenta-se de maneira variada na dependéncia do érgao afetado, da
gravidade de seu acometimento e da idade do paciente, sob influéncia de predisposi¢ao
racial e de padrdes imunologicos. Evolui com manifesta¢des clinicas polimérficas, com
periodos de exacerbacdes e remissdes. De etiologia ndo esclarecida, o desenvolvimento
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da doenca estd ligado a predisposicdo genética e fatores ambientais como: luz
ultravioleta, medicamentos e virus’. Pacientes llpicos tém grande propensdo para
desenvolver infecgdes?, devido ndo sé a imunossupressao induzida pela prépria doenca

%, mas também pelo uso de varios medicamentos para seu tratamento®.

Apesar dos avancos ocorridos na ciéncia, alguns aspectos permanecem
desconhecidos quanto a etiologia e fisiopatologia do LES. Desta maneira, a interagéo de
fatores genéticos, virais, hormonais e ambientais sdo admitidos de forma que participem
do desencadeamento e desenvolvimento da doenca'®.

Fatores que estao possivelmente envolvidos na etiologia da doenga:

Fatores Geneéticos: O risco relativo de desenvolvimento do LES entre familiares é
cerca de 6,8 vezes maior quando comparados a uma populagéo controle''. Quanto aos
antigenos leucocitarios humanos, uma maior frequéncia de HLA-DR2 e DR3 tém sido

demonstradas em pacientes com lGpus'?.

Fatores Hormonais: Com relacao a estes fatores, observa-se um predominio da
doenca em adultas, durante gestacdo, no pos-parto e com o0 uso de anticoncepcionais
orais, em particular aqueles que contém estrégenos, uma vez que elevam a produgéo de

autoanticorpos e sdo capazes de ocasionar depressado da imunidade celular2.

Fatores Ambientais: Quanto aos fatores ambientais, o antecedente de exposicao
solar aparece em cerca de 38% dos pacientes com lUpus em atividade e o nimero de
novos casos ou de exacerbacdo da doenca em paises de clima frio é mais elevado no
verdo e nos Ultimos meses da primavera'*. Outro exemplo sugerido é que a influéncia da
luz ultravioleta poderia ser explicada pela inducado de células T supressoras ou pelo
aumento da apoptose dos queratindcitos'3. Dentro dos fatores ambientas, alguns autores
inserem também o estresse psicoldgico. Este fator vem sendo considerado com particular

importancia no desencadeamento e no agravamento da doencga’®.

Fatores Infecciosos: Embora nenhum estudo tenha comprovado uma etiologia viral

para o LES, alguns agentes virais também participam no desencadeamento da doenca’®.
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Com relacao aos efeitos das infeccbes nas doencas autoimunes, trés sdo os

mecanismos propostos:

e Imunogenicidade aumentada por antigenos de 6érgdos secundarios a

inflamacédo mediada pelas infeccdes;
e Ativacao policlonal dos linfécitos;

e Mimetismo molecular: quando anticorpos produzidos contra um antigeno
especifico reconhecem também células do proprio organismo, que, por sua vez, €
parecido com o antigeno ja reconhecido anteriormente. A doenca autoimune é uma
resposta imunolégica contra um antigeno préprio. Sdo possiveis mecanismos da
autoimunidade: reacao cruzada entre Ag de microrganismos estruturalmente similares
aos antigenos proprios e quando um peptideo proprio deixa de ser tolerado, o que
provoca a apari¢cdo de mais autoantigenos (dispersao de antigenos)'”.

1.1.4 Diagnéstico e Classificacao

Para o diagnéstico do LES, costuma-se utilizar os critérios de classificagcao
propostos, em 1982, pelo American College of Rheumatology e revisados em 1997. O
diagnéstico baseia-se na presencga de quatro ou mais dos onze critérios estabelecidos:
eritema malar; lesédo discoide, fotossensibilidade; Ulceras orais-nasais; artrite; serosite;
comprometimento renal; alteragdes neuroldgicas; hematoldgicas; imunolégicas; e
presenca de anticorpos antinucleares®.

TABELA 1 - Critérios para classificacao e diagnéstico do Lupus Eritematoso
Sistémico (LES)

CRITERIOS DEFINICOES

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

Erupcao Discoide Manchas eritematosas elevadas com escamas ceratoticas
aderentes e entupimento folicular; pode ocorrer fibrose
atrética nas lesées mais antigas.

21



TABELA 1 - Critérios para classificacao e diagndstico do Lupus Eritematoso

Sistémico (LES)

(concluséo)

CRITERIOS

DEFINICOES

Fotossenssibilidade

Erupcdo cutanea com resultado de reacdo incomum a luz
solar, pela histéria do paciente ou pela observacdo do
médico.

Ulceras Orais

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

Artrite

Artrite ndo erosiva com acometimento de duas ou mais
articulagdes 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 ndo se realiza quantificagao; cilindros celulares —
podem ser hematicos, de Hb, granulares, tubulares ou
mistos.

Disturbios Neurologicos

Convulsbes na auséncia de medicamentos responsaveis ou
de disturbios metabdlicos conhecidos; psicose na auséncia
de medicamentos responsaveis ou de disturbios metabdlicos
conhecidos.

Disturbios Hematolégicos

Anemia hemolitica com reticulocitose ou Leucopenia inferior
a 4.000mm?3 em duas ou mais ocasides; Linfopenia inferior a
1.500 mm3 em duas ou mais ocasides ou Trombocitopenia
menos de 100.000mm3 na auséncia de medicamentos
responsaveis.

Anticorpo Antinuclear

Um titulo anormal de anticorpo antinuclear por
imunofluorescéncia ou por ensaio equivalente em qualquer
momento no tempo e na auséncia de medicamentos
sabidamente associados com a “sindrome lUpica induzida por
medicamentos”.

Alteragdes Imunolégicas

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

Fonte: SATO; CONSTALLAT, 2004°.
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1.1.5 Epidemiologia

O LES acomete preferencialmente mulheres em uma faixa de idade entre 18 e 40
anos, atingindo predominantemente o sexo feminino'® '°, numa proporgéo de nove a dez
mulheres para um homem, e com prevaléncia variando de 20 a 70/100.000 habitantes?.
Com relacao a apresentacao da doenca entre as racas, observa-se a frequéncia de 1/250
em mulheres negras nos Estados Unidos da América; 10,3/100.000 caucasianos e
22,4/100.000 asiaticos?® 21: 22 23 24 J3 no Brasil, principalmente na regido sudeste,

observa-se uma frequéncia maior entre caucasoides?.
1.1.6 Iindice de Atividade Lupica

O grau da atividade da doenca em um paciente com LES é de grande importancia,

visto que muitas decisdes terapéuticas baseiam-se nesta avaliagdo?®.

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 (University of California, San Francisco/Johns Hopkins University Lupus
Activity Index).

Neste trabalho, utilizamos o SLEDAI (ANEXO 1), que se apresenta como um
formulario com 24 itens, cujas definicbes encontram-se ao lado dos itens: aqueles que
estdo presentes sdo anotados na coluna dos pontos e o total é calculado pela soma
desses pontos, que varia de 0 a 105. ltens que se relacionam a risco de vida tém pesos
maiores. Dependendo do indice do SLEDAI, o paciente sera considerado como ativo ou

nao ativo?’.
1.1.7 Tratamento do Lupus Eritematoso Sistémico

Uma vez que a grande maioria dos sintomas decorrentes do LES decorre da
inflamacdo, os tratamentos comumente destinam-se ao controle do processo

inflamatério. Sao principalmente utilizados os grupos de medicamentos:
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Anti-inflamatérios ndo Esteroidais (AINE’s): sao utilizados para controlar a dor
provocada pela artrite. Geralmente prescritos apenas em pequenos periodos de tempo,

com instrucao de diminuicdo da dosagem conforme ocorram melhoras na artrite.

Glicocorticdides: sao os principais utilizados nas terapias para o LES. A prednisona
ou a prednisolona sao utilizadas para reduzir a inflamacao e para imunossuprimir a
atividade alterada no sistema imunitario. De maneira geral, o controle inicial da doenga
somente é alcangado com a administracao diaria de glicocorticosterdides por um periodo
de varias semanas ou meses, requerendo a manuteng¢ao destes medicamentos durante

VvAarios anos.

Imunossupressores: a azatiopina e a ciclofosfamida agem de modo diferente dos
glicocorticoides. Suprimem a inflamagéo e tendem ainda a diminuir a resposta do sistema
imunitario. Estes medicamentos podem ser utilizados quando os glicocorticoides, por si

s0, ndo conseguem controlar o LES®.
1.1.8 Lupus Eritematoso Sistémico e Infeccoes

O reconhecimento de uma infecgdo associada ao lupus é de fundamental
importancia, visto que ela é uma das principais causas de morte nesses pacientes,

superando até mesmo a mortalidade causada pela atividade da prépria doenca?®.

As infecgbes virais sao causas importantes de morbidade e mortalidade em
pacientes imunodeprimidos e as viroses do grupo herpes continuam sendo uma das mais
importantes® 2% 30:31: 32,33 Embora a possibilidade de uma infecgédo viral seja sempre
lembrada frente a um paciente Iupico febril, as infeccées oportunistas nem sempre sao
devidamente consideradas?® e poucos trabalhos na literatura tém avaliado o impacto das
infecgdes herpéticas em pacientes com LES34.

1.2 Herpesvirus

Os herpesvirus humanos pertencem a familia Herpesviridae, sao virus ubiquo e
uma vez ocorrida a primo-infecgdo, permanecem no organismo do individuo afetado
(laténcia) durante toda a vida. Estes virus provocam uma grande variedade de doencas,
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sendo que as infecgdes sao frequentemente benignas, podendo, contudo, em individuos

imunodeprimidos, causar manifestagoes clinicas de gravidade variada3%: 3.

A familia Herpesviridae esta dividida em 3 subfamilias. Estas se distinguem pelas
suas caracteristicas virais e estruturais, bem como pelo seu poder patogénico. Todos os
tipos de virus inseridos nesta familia sdo virus de DNA com cadeia dupla e os diferentes
tipos de herpesvirus partilham caracteristicas estruturais semelhantes.

TABELA 2 - Classificacao dos herpesvirus

Virus Sinénimo Subfamilia Abreviacao
Herpesvirus Humano - 1 Herpes simplex - 1 a HSV-1/HHV-1
Herpesvirus Humano - 2 Herpes simplex - 2 a HSV-2/HHV-2
Herpesvirus Humano - 3 Varicella-zoster a VZV/HHV-3
Herpesvirus Humano - 4 Epstein-Barr Y EBV/HHV-4
Herpesvirus Humano - 5 Citomegalovirus B CMV/HHV-5
Herpesvirus Humano - 6 N&o ha B HHV-6
Herpesvirus Humano - 7 N&o ha B HHV-7

Associado ao Sarcoma

Herpesvirus Humano - 8 de Kaposi

Y KSHV/HHV-8

Fonte: elaboracao prépria.

Os virus do grupo herpes estabelecem infecgdes primarias com sintomas, que
podem resultar em resposta imunitaria eficiente, impedindo uma nova infec¢ao. Contudo,
o virus nao é totalmente eliminado, sendo o seu genoma mantido em determinadas
células. As infeccbes latentes podem tornar-se ativas (reativacdo) devido a fatores
internos ao hospedeiro. Estas manifestagdes permitem a disseminagado dos herpesvirus,
uma vez que se verifica libertacdo de virions extracelulares3% %7,
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1.2.1 Epstein-Barr (HHV-4 ou EBV)

Durante um estudo de microscopia eletrénica com células de linfoma de Burkitt,
em 1964, o Epstein-Barr (EBV) foi descoberto. Apds quatro anos, no ano de 1968, o EBV
foi nomeado como o Agente Etioldgico da Mononucleose Infecciosa3®: %9,

Dois anos apoés tal descoberta, o DNA do EBV foi encontrado em tecidos de
pacientes com carcinoma de nasofaringe e, ap6s uma década, verificou-se a
possibilidade desse virus estar relacionado a doencga linfoproliferativa e leucemia de

células pilosas em pacientes com imunodeficiéncia congénita ou adquirida3® 3.

A partir de tais descobertas, o EBV foi identificado em diversos tumores, incluindo
as Sindromes linfoproliferativas de Células B, a Linfoma de Células T e Doenca de
Hodgkin#% 41, Analisando estes dados, a Agéncia Internacional de Pesquisa, classificou
o EBV como carcinégeno de Grau |, comprovando que sua presenga em humanos causa

neoplasias*.

1.2.1.1 Caracteristicas Bioldgicas

O EBV é um dos sete herpesvirus patogénicos para o homem, sendo membro da
familia Herpesviridae (HHV-4). Seu genoma viral encontra-se dentro de um envelope e
consiste em uma molécula de DNA linear, com 172 quilobases, codificando
aproximadamente 100 proteinas virais, que sdo importantes na regulacdo da expressao
génica, replicacdo de DNA, formacao de componentes estruturais do virus e no controle
da resposta imune do hospedeiro.
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FIGURA 1 - Estrutura do Epstein-Barr virus, EBV

Fonte: disponivel em <http://cullenlab.duhs.duke.edu/research/ebv>. Acesso em 22 jul. 2012.

1.2.1.2 Transmissao

O EBV é um virus extremamente comum e quase 90% dos individuos apresentam,
em fase adulta, anticorpos contra ele. Em paises desenvolvidos, a infecgdo primaria
ocorre, geralmente, na adolescéncia ou até mesmo na fase adulta, causando uma
doenca linfoproliferativa denominada Mononucleose Infecciosa*®. J& em paises em
desenvolvimento, o numero de casos na infancia € maior do que o nimero de casos na
adolescéncia e na fase adulta, e, principalmente, em regides onde ndao ha saneamento
basico e alta densidade populacional, a infeccdo priméaria ocorre nos primeiros anos de
vida*3 44, O Brasil é considerado um pais de endemicidade intermediaria®.

A transmissao ocorre principalmente pela saliva, embora hemoderivados e érgaos
transplantados também possam ser fontes de infecgdo*® 46, Para o virus entrar na célula
B, o envelope glicoprotéico gp350 liga-se ao receptor viral (molécula CD21) na superficie
da célula B. Além disso, moléculas da classe Il do complexo maior de
histocompatibilidade (MHC) servem como cofator para a infecgdo das células B. Cerca
de 100 genes virais sdo expressos durante a replicacédo, sendo seis proteinas nucleares
(EBNAs), duas proteinas de membrana (LMPs) e dois tipos de RNA nao traduzidos
(EBERs)*.

27



As EBNAs desempenham um papel central na manuteng¢ao da infeccao latente
pelo EBV, sendo necessarias a replicacdo do genoma viral e a regulacao da transcricao
dos genes latentes de infeccdo*®. O EBNA-1 inibe a resposta imune do hospedeiro ao
EBV e a relacdo do EBNA-1 com carcinomas prediz um pior prognéstico*. O EBNA-2
aumenta a expressao das proteinas de membrana latente 1 e 2 (LMP1 e LMP2),
contribuindo para o aumento das células B. O EBNA-3 tem por funcédo regular a
expressao de genes celulares, aumentando a habilidade do EBNA-2 em regular o
LMP 147,

1.2.1.3 Manifestacoes Clinicas

A manifestacao clinica do EBV, quando a infeccdo ocorre durante a infancia,
mostra-se bastante assintomatica ou com sintomas bastante brandos, como o que ocorre
em viroses comuns. No entanto, quando a infecgédo ocorre na fase adulta, a manifestagéo
clinica ocorre de forma bem mais agressiva, podendo causar calafrios, febre alta,
linfonodomegalia, placas acinzentadas em orofaringe e amigdalas, prostragcéo intensa e

mialgias®°.

No caso das criangas, a ingestao oral por contato com objetos contaminados é
muito menor do que a infeccdo em adultos durante um beijo. Além disso, o EBV foi
encontrado também em amostras de secregdes do trato genital feminino, mostrando que

a infeccdo também pode se dar por relagdes sexuais®’.

Normalmente a doenca é autolimitada e raramente prolonga-se por mais de seis

meses, quando entdo passa a ser denominada infecgdo cronica, ativa, pelo EBV43.

Nos exames laboratoriais de sangue, € possivel encontrar leucocitose com
linfocitose acentuada na segunda e terceira semanas de infec¢cdo. Durante a segunda e
sexta semana, sao observados os linfécitos de Downey (linfécito atipico com citoplasma
aumentado e nicleo condensado). A metade dos casos de infeccdo pelo EBV pode

aparecer trombocitopenia leve*’.

O EBV foi primeiramente associado a doencas autoimunes em 1971, quando uma
alta prevaléncia do virus foi encontrada em soro de pacientes com LES'”: %2, Durante
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anos, esta relacao foi fortemente estabelecida e hoje é conhecido que a infec¢do por EBV
precedente ao desenvolvimento de doengas autoimunes pode contribuir para a patogenia
do LES via mecanismo de mimetismo molecular entre o antigeno nuclear 1 (EBNA-1) do

EBV e auto anticorpos associados ao LES, como anti-Sm e anti-Ro®3 %4

Além do LES, este virus vem sendo relacionado a multiplas doencas autoimunes
cronicas'’, como artrite reumatdide®, esclerose multipla®® 57, sindrome de Sjogren8: 59,

tireoidite autoimune® e hepatite autoimune®'.

Outro fato importante que vem sendo estudado € o de que a infecgdo causada
pelo EBV em células B promove o aumento da apresentacao de sitios de ligacdo na
superficie das células para o herpesvirus humano 6 (HHV-6), aumentando, deste modo,
a suscetibilidade a uma superinfecgdo com o HHV-6%2. O HHV-6 pode também aumentar
as proteinas receptoras de superficie celular, incluindo as para EBV, e isto pode ativar o
EBV, saindo da laténcia e produzindo infecgao®. Devido a isto, estudar células B de
sangue periférico de pacientes com LES portadores destes dois virus, EBV e HHV-6,

torna-se de extrema importancia para o estudo de suas patogenias®.
1.2.2 Citomegalovirus Humano (CMV)

Em 1881, o citomegalovirus (CMV) foi inicialmente identificado observando-se a
presenca de grandes inclusdes celulares no rim de um natimorto com sifilis®*. Em 1921,
observou-se que as alteracoes descobertas por Ribbert em 1904 eram similares as

lesGes de pele causadas pela varicela®.

O virus do CMV foi isolado por trés pesquisadores, quase que de forma simultanea
no ano de 1956: o primeiro isolamento se deu a partir de material proveniente de criangas
falecidas com Doenca de Inclusdo Citomegalica Generalizada®®; a segunda pesquisa se
deu a partir do isolamento de virus de tecidos de adendides apds adenoidectomia®’; e a
terceira a partir da recuperacao do virus em urina e figado de criancas com a Doenca de
Inclusdo Citomegalica Generalizada®®.

Na década de 60, devido a incidéncia do CMV em areas de transplantes, essa
infeccdo passou a ser considerada de grande importancia clinica e, a partir de entéo, o
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HMCYV foi reconhecido como o principal patégeno em Hospedeiros Imunodeprimidos3?: 6%
70;71;72

1.2.2.1 Caracteristicas Bioldgicas

O CMV, segundo critérios bioquimicos e morfoldgicos, foi considerado como um
betaherpesvirus pertencente a familia Herpes, sendo classificado como Herpesvirus
Humano 5 (HHV-5). Como apresentado na Figura 2, abaixo, sua morfologia viral
apresenta um formato de nucleocapsideo icosaédrico, uma estrutura protéica
eletrodensa contendo o DNA viral em fita dupla com 230 quilobases, um envelope

contendo glicoproteinas virais e um tegumento”s: 74,

FIGURA 2 - Estrutura do Citomegalovirus Humano, CMV

Nucleo
Capsideo
Genoma

Tegumento ou Matriz
Envelope Lipidico

Glicoproteinas

Fonte: disponivel em

<http://www.biografix.de/CMV/html/metaframe.htm>. Acesso em 22 jul. 2012.

1.2.2.2 Transmissao

O CMV é um virus que causa infeccdo comumente na maioria da populacao e a
prevaléncia de anticorpos contra o CMV (anti-CMV) eleva-se com a idade, atingindo
niveis maximos apoés os 25 anos’®. Segundo pesquisas realizadas, em paises de alto
nivel socioecondmico, como nos paises europeus e na Austria, a taxa de contaminagao

é considerada baixa (40 a 60% de individuos infectados); por outro lado, em paises de
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niveis socioeconémicos mais baixos, a prevaléncia € significativamente maior (80 a 100%
de individuos infectados)”®. No Brasil, a prevaléncia é de 93%%% 77. A epidemiologia
mostra que pacientes imunodeprimidos, como os transplantados e portadores da
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) e aqueles que sao submetidos a
quimioterapia, tém maiores riscos de desenvolver a doenga por CMV®®,

As infec¢des primarias passam, em sua maioria, despercebidas. No entanto, 10%
dessas infecgbes em pacientes imunocompetentes estdo associadas a Sindrome da
Mononucleose, caracterizada por mal-estar, febre e linfocitose atipica. No organismo, o
virus permanece durante todo o tempo de vida do hospedeiro, de forma latente no

endotélio e em células mononucleares do sangue periférico e é controlado pela

imunovigilancia mediada por células (Nichols; Boeckh, 2000).

A transmissdo do CMV ocorre de quatro formas diferentes: pela via parenteral,
pelo contato inter-humano, pela via materno-fetal e por transplantes de 6rgdos’. Neste
ultimo, existem ainda trés padrbes epidemiol6gicos da infeccdo por CMV: a infeccao

primaria, a reativacédo de infeccéo latente e a reinfecgao’®.

Na infeccdo primaria, a fonte viral pode ser pré-natal (transmissao
transplacentaria)®, transfusdo intrauterina®', perinatal (secrecdo cervical) e pds-natal
(urina infectada, saliva, leite materno)®, transfusdo de sangue e transplante de érgaos®?.
A reativagao de infeccao latente ocorre apds a infeccao primaria e os virions infecciosos
aparecem na saliva e/ou urina, o que ocorre de forma assintomatica®®. Ela ocorre pela
alteracdo no relacionamento parasita-hospedeiro devido a um mecanismo fisioldgico,
como na gravidez (decréscimo natural das defesas imunolégicas), nas doencas
debilitantes ou no uso de drogas imunossupressoras e procedimentos cirirgicos®3. Ja no
caso da reinfecgdo, esta se deve a infeccdo pelo mesmo tipo viral, porém com um novo

virus antigénico diferente8? 84,

1.2.2.3 Manifestacoes Clinicas

A doenga por CMV apresenta-se bastante parecida com a Mononucleose
Infecciosa, quando a infeccdo por este virus manifesta-se em pacientes
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imunocompetentes. Os sintomas sao febre com duracéo prolongada, fraqueza, sudorese,
mialgia, hepatomegalia e/ou esplenomegalia e adenopatia. A ictericia e exantema

maculopapular podem ser eventualmente observadas.

Nos exames laboratoriais, 0 hemograma do paciente com CMV pode apresentar
linfocitose relativa e absoluta e um grande numero de linfécitos atipicos. Em exames para
dosagem das enzimas hepaticas (ALT e AST), é possivel que se encontrem resultados
com dosagens moderadamente elevadas, fato este que ocorre em 80% dos casos de
pacientes acometidos por esta infecgao”>: .

E fundamental o diagndstico diferencial entre atividade da doenca lipica e
infecgdes virais, lembrando-se da possibilidade da coexisténcia de ambas, assim como
a existéncia da comorbidade® 8. Entretanto, o binémio lupus-infeccdo por CMV é

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

Muitas das manifestagdes clinicas da infeccao ativa por CMV confundem-se com
as do proprio lpus, dificultando um diagndstico diferencial preciso?®: 3187,

A coexisténcia de infecgdo por CMV e LES tem sido descrita na literatura através
de relatos de casos e estas descricdes demonstram uma dificuldade na separacdo dos
sintomas e sinais de cada uma das doencas’” 8 8% % Ambas causam febre,
esplenomegalia, anemia e mialgias®" e podem causar infiltrados intersticiais nos
pulmdes®, envolvimento do Sistema Nervoso Central, rash cutaneo, anemia hemolitica,
leucopenia, trombocitopenia, crioglobulinemia e alteragdes nas provas de funcéo
hepatica®: 9% 9, Além da semelhanca entre os sintomas, a confusdo entre as doencgas
pode ser aumentada pelo fato de os individuos com infeccao por CMV apresentarem FAN
(fator antinucleo) e fator reumatoide transitoriamente positivos e pacientes com testes
positivos para fator reumatdide poderem apresentar falso IgM positivo para
citomegalovirus devido a presencga de autoanticorpos relacionados ao lupus. A elevacao
de titulos de anticorpos virais tem sido relatada e pode refletir a ativagao inespecifica dos
linfécitos B9S.
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Para evitar o risco de resultados sorolégicos falso-positivos para CMV, o
diagnéstico de infecgdo ativa deve ser realizado utilizando-se os testes de PCR e

antigenemia®% %,
1.2.3 Herpesvirus Humano 6 (HHV-6)

Inicialmente designado como HBLV (human B-lymphotropicvirus), o HHV-6 foi
isolado em 1986 de células mononucleares de sangue periférico, estimuladas por
interleucina-2 (PBMCs) de pacientes com AIDS ou desordens linfoproliferativas®. As
culturas de PBMCs exibiram um efeito citopatico ndo usual, caracterizado pelo efeito
conhecido como “balloncell’, pelo qual o citoplasma atinge grandes volumes, deformando
a célula alvo. O agente causador foi identificado através de microscopia eletrénica como
um herpesvirus humano, porém sem hibridagdo cruzada com outro herpesvirus ja
descrito®”. As células que propiciam o crescimento destes virus foram caracterizadas
como Linfécitos T CD4+%. A designacdo de HHV-6 foi proposta um ano apds a
descoberta em acordo com as regras do Comité Internacional de Taxonomia de Virus®.
A cepa GS foi a primeira a ser isolada e posteriormente diversas foram encontradas,
perfazendo mais de 100 cepas isoladas de PBMCs de criangas com sindromes febris e
exantema subito'%, de saliva livre de células de pacientes saudaveis ou infectados por
HIV1?! de pacientes com sindrome de fadiga crénica'® e de PBMCs de adultos

saudaveis '3,

O HHV-6 é um herpesvirus e possui propriedades bioldgicas de especificidade do
hospedeiro e esta classificado na subfamilia Betaherpesviridae e na familia
Herpesviridae®®. Embora apresente genoma complexo, o HHV-6 apresenta grande
dependéncia das células hospedeiras'®4.

1.2.3.1 Caracteristicas Biologicas

Assim como os outros herpesvirus, o HHV-6 possui quatro elementos estruturais:
core elétron-denso, um capsideo com simetria icosaédrica, um tegumento e um envelope

embebido por glicoproteinas de membrana'®.
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FIGURA 3 - Estrutura do Herpesvirus Humano 6, HHV-6

HERPESVIRLIS PARTICLE
Hrycopestaln splies

Fonte: disponivel em <http://www.drpodell.org/chronic-fatigue-syndrome-hhv6.shtml>. Acesso em 22 jul.
2012.

O herpesvirus HHV-6 € um virus de fita dupla de DNA linear com aproximados 160
Kb%, envolvido por um capsideo icosaédrico constituido por 162 capsdémeros e
envelopado. A particula viral envelopada mede cerca de 180 — 200nm de diametro'.
Quando sequenciados, os nucleotideos tém mostrado 66% de similaridade entre a
sequéncia do HHV-6 e CMV1'%7.0 HHV-6 pertence a género Roseolovirus genus e possui

0 genoma colinear ao HHV-7. A homologia é de 46,6% a 84,9%.

Devido a sua antigenicidade, conteddo genético e usando como ferramentas
técnicas de biologia molecular e imunoldgicas enzimas de restricao, PCR e anticorpos
monoclonais, o HHV-6 foi classificado em duas variantes: 6A e 6B. A analise de
polimorfismos em fragmentos de restricao do genoma do HHV-6 mostra que a variante
6A é representada pelo fenétipo GS ou U1102, uma vez que o tipo 6B esta associado ao
protétipo 229108,

As variantes A e B diferem 8% em nivel de nucleotideo e também nas
caracteristicas clinicas, epidemiol6gicas e num possivel potencial patogénico. Enquanto
a variante A tem sido associada a varios sintomas neurolégicos, o tipo B implica na
maioria dos sintomas associados a infeccdo pelo HHV-6'%°. A variante B é menos
citolitica e possui menor alcance que a variante A.
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Por ser um virus linfotrépico, o HHV-6 utiliza o receptor celular CD46 e pode
também infectar outras células, como mondcitos, células endoteliais, epiteliais''?, células

da glia e fibroblastos''".

1.2.3.2 Transmissao

Quanto a replicacao, o ciclo ocorre entre 4 e 5 dias, periodo em que o virus pode
ser detectado no interior de vacuolos citoplasmaticos e extracelularmente. Em trés dias
de infecgéo, o capsideo e o DNA viral ja podem ser observados dentro do nucleo, onde
adquirem o tegumento. O envelope ¢é adquirido por brotamento de vacuolos
citoplasmaticos, que se fundem a membrana citoplasméatica, liberando particulas

maduras.

1.2.3.3 Manifestacoes Clinicas

O HHV-6 parece estar relacionado ao CMV e pode apresentar situagdes clinicas
similares. A infec¢do primaria resulta em exantema subito, mas outras manifestacoes

clinicas, como convulsdes e encefalites, tém sido relatadas''2.

Em pacientes imunodeprimidos, as manifestagdes decorrentes da infecgao viral

podem ser evidenciadas por efeitos diretos e indiretos:

Diretos - febre e erupcbes cutédneas; mielossupressao (este virus vem sendo
investigado como causa de supressao de medula 6ssea; as células brancas do sangue
sdo as mais afetadas, mas outras linhagens de células também podem ser atingidas);

pneumonite intersticial; encefalite.

Indiretos = o principal efeito indireto da infeccao pelo HHV-6, assim como pelo
HHV-7, é o da imunomodulagédo causada por estes virus, exacerbando as infecgdes e
doencas causadas por outros herpesvirus e influenciando a ocorréncia de outras

infecgdes oportunistas's 114 115,

O HHV-6 apresenta varias propriedades imunomodulatérias, como a indugao de
citocinas, podendo esta propriedade interferir no sistema imune e causar reagdes

alérgico-inflamatorias''6: 117,
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1.2.4 Herpesvirus Humano (HHV-7)

Em 1990, o Herpesvirus Humano 7 (HHV-7) foi isolado a partir de linfécitos T
purificados de células mononucleares de sangue periférico, cepa RK''8. Foi relatado mais
tarde o isolamento de outra cepa, JI, a partir de células mononucleares de sague
periférico de um paciente portador de Sindrome de Fadiga Cronica'®.

O Herpesvirus Humano 7 é um DNA virus pertencente ao género Roseolovirus,
familia Herpesviridae, subfamilia betaherpesvirinae. O HHV-7 é bastante relacionado ao
Herpesvirus Humano 6 (HHV-6) e também bastante similar ao Citomegalovirus Humano
(CMV ou HHV-5).

1.2.4.1 Caracteristicas Bioldgicas

O genoma do HHV-7 consiste em DNA de fita dupla, linear e de 145 quilobases de
tamanho, colinear ao genoma do HHV-6. O virus HHV-7 compartilha alguns epitopos
antigénicos comuns ao HHV-6'2° e seu genoma é aproximadamente 10% mais curto que
0 do HHV-6'21,

O HHV-7 possui as mesmas caracteristicas estruturais dos outros herpesvirus. A
ultraestrutura do HHV-7 consiste em uma particula de cerca de 170 nm de didmetro com

nucleocapsideo de 90-95 nm e tegumento de 30 nm, aproximadamente.
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FIGURA 4 — Fotomicrografia eletronica do HHV-7 exibindo sua ultraestrutura 22

\ s & Core

Envelope lipidico

Fonte: ABLASHI, et. al., 1998.

O HHV-7 é um virus linfotropico com tropismo para células CD4+, especialmente
para linfocitos T-CD4*. Uma vez que o receptor CD4 € necessario, mas nao suficiente
para a internalizac&o do virus na célula. Tem sido proposto que proteoglicanas sulfatadas
de superficie celular sdo capazes de se ligar a uma proteina do HHV-7, homéloga a
Glicoproteina B (gB) do HSV-1 (Herpesvirus Humano 1 ou Herpesvirus simples 1). Esta

ligacédo precede a interacdo com os receptores CD4 de superficie celular.

Estudos em culturas de células mononucleares periféricas estimuladas
demonstraram que a replicagdo do HHV-7 pode induzir a reativagdo do HHV-6 in vitro 121,
Alguns trabalhos tém sugerido que isso ocorre também in vivo em pacientes

imunodeprimidos 23,

1.2.4.2 Transmissao

Sao cinco as formas de transmissdo do HHV-7:

v A primo-infeccao incide em idades entre 5 e 6 anos de vida. A infecgao pelo
HHV-7 pode ocorrer mais cedo em regides tropicais como o Brasil'?4.

v' A transmiss&o horizontal se dé, provavelmente, através da saliva'®.
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v A transmissao vertical pode ser resultado da passagem pela placenta ou de
forma hereditaria apds integracdo do seu genoma nos cromossomos gameéticos do

hospedeiro, assim como acontece com 0 HHV-6.

v Transmissao ap0ds o parto através do leite materno é outra possibilidade para o
HHV-7126,

v Transmissdo nosocomial/iatrogénica pode ocorrer através de 6rgaos
transplantados, transfusdo de sangue, células progenitoras hematopoiéticas, causando

infeccéo primaria ou infecgcao recorrente’?.
As infecgbes causadas pelo HHV-7sdo definidas como:

v Infeccdo Primaria ou Primo-Infec¢do: ocorre no primeiro contato com uma das
cepas do HHV-7.

v Reinfecgdo: ocorre quando o individuo entra em contato com uma cepa
diferente da pela qual foi anteriormente infectado.

v Infeccao Latente: é definida pela persisténcia do genoma do HHV-7 nas células
do hospedeiro.

v Reativagao: é definida pela replicagdo do genoma viral a partir do estado de

laténcia.

Quanto as infeccoes acima relacionadas, estas sao definidas como ativas pela
replicacdo do virus na célula do hospedeiro e liberacdo de virus para o espaco
extracelular. A infecgdo ativa pode estar ligada a fase aguda da infeccdo primaria ou a

reativacdo de uma infecgéo latente'?”.

1.24.3 Manifestacoes Clinicas

Como os outros herpesvirus, o HHV-7 pode estabelecer infecgao latente por toda
a vida do individuo e se reativar durante um estado de imunossupressio’?.

O grau de imunossupressao em pacientes farmacologicamente imunodeprimidos
parece estar diretamente relacionado aos fatores que controlam a reativacédo do HHV-7.
Sugere-se que os fatores que controlam a reativagdo ou o aumento da replicacdo do
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CMV em individuos imunodeprimidos podem ser similares aos identificados para o HHV-
7123_

Um fator que pode causar confusdo na analise do HHV-7 em sangue periférico e
em outros tecidos usando PCR (Reacdao em Cadeia da Polimerase) é a detecgcao
potencial de infecgao latente!2% 130, Contudo, a detecgdo do DNA do HHV-7 em soro ou

plasma ¢é indicativa de replicacgéo viral ativa'30: 131, 132;133

1.24.4 Individuos Imunocompetentes

A Roseola infantum € uma sindrome exantematica caracterizada, classicamente,
por febre alta e erupg¢ao cutanea, principalmente em criangas menores. A infecgéo é, por
vezes, acompanhada de plaquetopenia e, tipicamente de leucopenia. E importante
salientar que a maioria dos casos de exantema subito é causada pela variante B do HHV-
6 e um segundo episddio de exantema subito pode ocorrer provocado pelo HHV-7. A
infeccédo pelo HHV-7 pode ocorrer antes do HHV-6, embora isto seja menos comum?0,
Normalmente, a doenga € efetivamente controlada pelo sistema imune sem deixar

sequelas.

Convulsbes, encefalite e encefalopatia tém sido associadas a doencas febris
causadas pelo HHV-7 e HHV-6 bem antes do exantema subito ser clinicamente
caracterizado no paciente. Relacdo entre infec¢ao primaria pelo HHV-6 subtipo B e as
manifestacdes acima descritas foi confirmada por alguns autores'®*, mas para o HHV-7

foi bem menos documentada’s®.

1.245 Individuos Imunodeprimidos

O HHV-7 mantém laténcia, com baixo nivel de replicacdo viral, apds a infeccédo
primaria, podendo reativar-se ap0s um periodo de disfungcdo imune. Apos
imunossupressao farmacoldgica, o HHV-7 pode se reativar e a replicacao viral prosseguir
de forma clinicamente benigna. Apesar de até o momento n&o haver provas sobre efeitos
patogénicos do HHV-7, ndo estd descartada a possibilidade de manifestagdes clinicas
diretas ou indiretas.
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A forma mais comum de manifestacdo do HHV-7 é a reativacdo endégena. Ou
seja, a persisténcia natural da infeccdo primaria com baixo nivel de replicacdo e a

subsequente reativacdo no individuo na fase de imunossupresséo.
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2 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

Poucos estudos tém avaliado o impacto das infec¢des virais em pacientes com
lupus eritematoso sistémico (LES). Nossa meta com este estudo foi verificar a presenca
de infeccoes causadas pelos herpesvirus em pacientes com LES ativo e néo ativo.
Utilizamos, para isso, técnicas rapidas e sensiveis para a detec¢do da infeccao ativa
causada pelos herpesvirus, tais como a Nested-PCR e a antigenemia, avaliando a
influéncia dessas viroses no diagnostico, prognostico e tratamento do LES.

41



3 OBJETIVOS

Ao analisar amostras de sangue periférico de pacientes com Lupus Eritematoso
Sistémico acompanhados pela Disciplina de Reumatologia do Departamento de Clinica
Médica, Faculdade de Ciéncias Médicas - UNICAMP, nossos objetivos foram:

e Verificar a presenca do DNA e do antigeno pp65 do CMV, utilizando as técnicas

Nested-PCR e antigenemia, respectivamente, em amostra de sangue;

e Verificar a presenca de DNA do EBV, HHV-6 (A/B) e HHV-7, utilizando a técnica
de Nested-PCR em DNA extraido de soro;

e Verificar o impacto clinico causado pela infecgao ativa e doenca por CMV nos
pacientes estudados e a possibilidade de coinfec¢gao com outros herpesvirus (EBV, HHV-
6 e HHV-7).
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4 CASUISTICA E METODOS

4.1 Casuistica

Foram estudados, prospectivamente, 71 pacientes com diagnéstico de LES que
estavam recebendo terapia imunossupressora e em seguimento na enfermaria e no
ambulatério da Disciplina de Reumatologia, Departamento de Clinica Médica da
Faculdade de Ciéncias Médicas - UNICAMP.

Dos 71 pacientes foram coletados, 4 ml de sangue em tubos contendo
anticoagulante EDTA e 8 ml de sangue em tubo seco. As coletas foram realizadas por
profissionais da area de Enfermagem do referido Hospital e somente ocorreram mediante
o consentimento do paciente ou de seu responsavel, através de assinatura do Termo de
Consentimento Pés-Informacao (ANEXO 2), concordando com os objetivos do projeto a
ser realizado. Foram utilizados os seguintes critérios para inclusdo e exclusao dos

pacientes no estudo:
4.1.1 Critérios para inclusao dos pacientes no estudo
1. Pacientes com diagndstico de LES;

2. Consentimento do paciente ou responsavel autorizando a coleta das amostras de

sangue para o estudo;

3. Analise laboratorial das amostras de soro e sangue de pacientes com LES em
relacdo a presenca de infecg¢éo ativa e/ou doencga por EBV, CMV, HHV-6, HHV-7.

4.1.2 Critérios de suspensao ou encerramento

1. Foram excluidos os pacientes que ndo completaram os itens anteriormente descritos;
2. Em caso de ébito do paciente, logo apds a inclusdo no estudo.

4.1.3 Critérios para Caracterizacao de Atividade Lupica

Considerou-se atividade lupica quando o SLEDAI (Systemic Lupus Erythematosus
Disease Activity Index - indice de Atividade de Doenca por Lipus Eritematoso Sistémico)
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dos pacientes foi igual ou superior a 8, como preconiza o Colégio Americano de
Reumatologia (ANEXO 1).

4.1.4 Critérios para Caracterizacao de Infeccao Ativa pelos herpesvirus

Nos pacientes estudados, considerou-se infecgao ativa pelo CMV a presenca de
1 (uma) célula pp65 antigeno positiva, antigenemia e/ou um resultado de Nested-PCR
positivo; para EBV, HHV-6 e HHV-7 foi considerada uma amostra positiva detectada pela

técnica de Nested-PCR em DNA extraido de soro.
4.1.5 Graus de Imunossupressao

O grau de imunossupressao utilizado nos pacientes foi categorizado em quatro

niveis, sendo eles:
0 — Sem imunossupressao - Concentragcdes de Prednisona menores que 5mg/dia;

1 — Imunossupressao leve - Concentra¢des de Prednisona maiores ou iguais a 5mg/dia
e menores que 30mg/dia;

2 — Imunossupressdao moderada > Concentracdes de Prednisona maiores ou iguais a

30mg/dia e menores ou iguais a 59mg/dia;

3 — Imunossupressao elevada > Concentragdes de Prednisona maiores ou iguais a
60mg/dia e/ou qualquer concentracdo dos seguintes farmacos: Azatioprina,
Ciclofosfamida, Metotrexato, MicofenolatoMofetil e pulsoterapia com Metilprednisolona.

4.1.6 Sigilo dos Dados Obtidos

Os nomes dos pacientes a serem incluidos no estudo foram e serdo mantidos em
sigilo, ndo sendo registrados em qualquer tipo de publicacdo ou na dissertacdo de
Mestrado referente a este projeto.

4.2 Métodos Laboratoriais e Tipos de Amostras Utilizadas no Diagnostico de
Infeccao Ativa

A Tabela 3 mostra os herpesvirus estudados, as técnicas e os tipos de amostras
utilizadas.
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TABELA 3 - Tipos de amostras e técnicas utilizadas para deteccao de infeccao
ativa pelos herpesvirus em estudo

Herpesvirus Amostra Técnica Utilizada
EBV DNA - Soro Nested-PCR
Leucdcitos Antigenemia
CMV
DNA - Leucécitos Nested-PCR
HHV-6 DNA - Soro Nested-PCR
HHV-7 DNA - Soro Nested-PCR

Fonte: elaboragéo proépria.
4.2.1 Deteccao de Infeccao Ativa Pelo Epstein-Barr

Nested-PCR (soro) — A Nested-PCR seguiu o método descrito para CMV, com algumas

modificagdes.

TABELA 4 - Sequéncia dos primers utilizados na Nested-PCR para a EBV

Primers Externos Sequéncias (52> 3) Fragmento
EBV/1+ CGAGTCATCTACGGGGACACGGA
EBV/1- AGCACCCCCACATATCTCTTCTT 194p
Primers Internos Sequéncias (5> 3) Fragmento
EBV/2+ ACCCGGAGCCTGTTTGTAGC
EBV/2- GGAGAAGGTCTTCTCGGCCTC 4P

Fonte: elaboracéo prépria
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TABELA 5 - Concentracoes de reagentes e ciclos utilizados durante a Reacao em
Cadeia da Polimerase tipo Nested(N-PCR) — 35ciclos

12 Reacao [] 35 Ciclos
H20 6,0 uL o _
Master Mix* 10,0 L Degatur?géojnlcggéC?SO(;O— 2 min.
: enaturagao — 30 seg.
Prllmer EBV/1+ 10,0 pmol Anelamento 60°C — 30 seg.
Primer EBV/1- 10,0 pmol Extensio 70°C — 1 min.
DNA 10,0 ng/uL
22 Reacao [1] 35 Ciclos
H20 6,0 uL . :
M Mixc 10 O“ L Denaturacgéo Inicial 95°C — 2 min.
) aster Mix o H Denaturagdo 95°C — 30 seg.
Prllmer EBV/2+ 10,0 pmol Anelamento 60°C — 30 seg.
Primer EBV/2- 10,0 pmol Extensio 70°C — 1 min.
DNA (12 Reacgao) 10,0 ng/uL

* GoTag® Green Master Mix (PROMEGA)
Fonte: elaboragao prépria

4.2.2 Deteccao de Infeccao Ativa Pelo Citomegalovirus

4221 Antigenemia
A Antigenemia (deteccao do antigeno pp65 do CMV) seguiu o método descrito,

com algumas modificagdes'36: 137:138: 139 'sendo utilizado o Kit CMV Brite Turbo, fabricado
por IQ Products (Netherlands), distribuido por DPM Diagnéstica.

4.2.2.1.1 Preparacao da Suspensao de Leucocitos

1. Diluir solucao de Lise 1:10 em agua destilada (4°C);

2. Misturar TmL de sangue periférico e completar para 15mL com solucao de lise,
incubar por 15 min. A 4°C;

3. Centrifugar por 3 min. A 2500 rpm. Desprezar o sobrenadante;
4. Repetir lise se a primeira nao for suficiente, por 5 min;

5. Ressuspender o pellet em 5mL de PBS;
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6. Centrifugar por 3min. A 2500 rpm. Desprezar o sobrenadante;
7. Ressuspender o pellet em 0,5 mL de PBS.

4.2.2.1.2 Contagem e Concentracao de Células

1. Utilizar hemocitdmetro, contador automatico celular ou Camara de Neubauer;
2. Ajustar concentragdo em 2x10° células por mL com PBS.
4.2.2.1.3 Preparacao de Laminas de Citocentrifugado
1. Centrifugar 100pL da suspenséo celular a 600 rpm. Por 4 min. Em laminas de
vidro na citocentrifuga;
2. Secar as laminas por 20 min;
3. Circundar o citocentrifugado com caneta hidrofébica.

4.22.1.4 Fixacao e Permeabilizacao

1. Diluir Fixador (Reagente B) 1:5 em PBS — frasco escuro;
2. Diluir Permeabilizador (Reagente C) 1:5 em PBS - frasco escuro;

3. Imergir as Laminas no fixador diluido por 5 min. a temperatura ambiente em

camara escura;
4. Lavar as laminas 3 vezes com PBS e na terceira deixa-las imersas por 3min;

5. Imergir as laminas na solucdo de permeabilizacdo diluida por 1 min. a

temperatura ambiente em camara escura;

6. Lavar as Laminas 3 vezes com PBS e na terceira deixa-las imersas por 5 min.
4.2.2.1.5 Coloracéao por Imunofluorescéncia

1. Aplicar 35 pL do anticorpo monoclonal primério e incubar por 20 min. a 37°C em
camara Umida e escura;

2. Lavar as laminas 3 vezes com PBS na terceira deixa-las imersas por 3min;
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3. Aplicar 35 pL do anticorpo conjugado e incubar por 20 min. a 37°C em camara

umida e escura;
4. Lavar 2 vezes com PBS e retirar o excesso;
5. Montar a Lamina com glicerina tamponada e cobrir com laminula.

4.2.2.1.6 Leitura das Laminas

1. Utilizar microscépio de fluorescéncia usando aumento de 400x;
2. Células Positivas apresentam coloracao verde-amarelada;
3. Células negativas apresentam coloracdo avermelhada.

42217 Células Positivas e Negativas

FIGURA 5 - Leituras das laminas em microscoépio éptico

Fonte: autoria propria, maquina fotografica marca NIKON - Eclipse E200

Células positivas = coloracéo verde-amarelada.

Células negativas - coloragdo avermelhada.
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4.2.2.2 Reacao em Cadeia da Polimerase tipo Nested

a) Extracdo de DNA (leucécitos e soro) — a técnica de extracdo de DNA de leucécitos de
sangue total e soro foram realizadas através do método descrito por Sambrook et al.
1989140,

b) Nested-PCR — A Reacédo em Cadeia da Polimerase em leuc6citos e soro seguiu o
método descrito por Shibata et al. 1988'#', com algumas modificagdes. Foram utilizados
dois pares de iniciadores que flanqueiam uma regido conservada nas diversas cepas de

virus CMV, nao amplificando DNA de outros herpesvirus.

TABELA 6 - Sequéncia dos primers externos e internos que flanqueiam uma
regiao conservada do genoma do CMV, utilizados na PCR e na Nested-PCR

Primers Externos Sequéncias (5> 3) Fragmento
MIE 4 CCAAGCGGCCTCTGATAACCAAGCC
435pb
MIE 5 CAGCACCATCCTCCTCTTCCTCTGG
Primers Internos Sequéncias (5> 3) Fragmento
IE 1 CCACCCGTGGTGCCAGCTCC
159pb
IE 2 CCCGCTCCTCCTGAGCAC CC

Fonte: elaboracao prépria
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TABELA 7 — Concentracoes de reagentes e ciclos utilizados durante a Reacao em
Cadeia da Polimerase tipo Nested (N-PCR) — 30 ciclos

12 Reacéao [] 30 Ciclos
H20 - 6.0 L Denaturagéo Inicial 95°C — 3 min.
M.aster Mix 10,0k Denaturagédo 95°C — 1 min.
Primer MIE4 10,0 pmol Anelamento 55°C — 1 min.
Primer MIE5 10,0 pmol Extensdo 72°C — 1 min.
DNA 10,0 ng/uL
22 Reacgao [] 30 Ciclos
H20 . 6,0 ul Denaturacao Inicial 95°C — 2 min.
Ma}ster Mix 10,0 uL Denaturagdo 95°C — 30 seg.
Primer |E 1 10,0 pmol Anelamento 57°C — 45 seg.
Primer IE 2 10,0 pmol Extensdo 72°C — 1 min.
DNA (12 Reacgao) 10,0 ng/uL

* GoTag® Green Master Mix
Fonte: elaboracao prépria

4.2.3 Deteccao de Infeccao Ativa Pelo Herpesvirus Humano 6

Nested-PCR (soro) —a Nested-PCR seguiu o0 método descrito por Sechiero et al. 199542

para HHV-6, com algumas modificagdes.

TABELA 8 - Sequéncia dos primers utilizados na Nested-PCR para HHV-6

Primers Externos Sequéncias (52> 3) Fragmento
EX-1 GCGTTTTCAGTCTGTAGTTCGGCAG
520 pb
EX-2 TGGCCGCATTCGTACAGATACGGAGG
Primers Internos Sequ’éncias (5> 3) Fragmento
IN-3 GCTAGAACGTATTTGCTGCAGAACG
258 pb
IN-4 ATCCGAAACAACTGTCTGACTGGCA

Fonte: elaboragao prépria
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TABELA 9 - Concentracao de Reagentes e Ciclos utilizados durante a Reacao em
Cadeia da Polimerase tipo Nested (N-PCR) — 30 ciclos

12 Reacao [] 30 Ciclos
v ';IZOM. . 160’00“LL Denaturagéo Inicial 95°C — 3 min.
aster vix ads Denaturagdo 95°C — 1 min.
Primer EX-1 10,0 pmol Anelamento 56°C — 1 min.
Primer EX-2 10,0 pmol Extensdo 72°C — 1 min.
DNA 10,0 ng/uL
22 Reacao [] 30 Ciclos
v HZOM . 16(;OOHLL Denaturagéo Inicial 95°C — 2 min.
a'lster IX U H Denaturacdo 95°C — 1 min.
Primer IN-1 10,0 pmol Anelamento 62°C — 1 min.
Primer IN-2 10,0 pmol Extensdo 72°C — 1 min.
DNA (12 Reacgao) 10,0 ng/uL

* GoTag® Green Master Mix
Fonte: elaboragéao prépria.

4.2.4 Deteccao de Infeccao Ativa Pelo Herpesvirus Humano 7

Nested-PCR (soro) — as PCR’s para o HHV-7 seguiram o método descrito por Pozo et

al.1999'43 para HHV-7, com algumas modificagdes (originalmente, um Multiplex-PCR).

TABELA 10 — Sequéncia de primers utilizados na Nested-PCR para HHV-7

Primers Externos Sequéncias (52> 3') Fragmento
HHV-7/1+ GAGGTGATTTATGGTGATACTGA
HHV-7/1 AACTTTCCAATGTAACGTTTCTT R
Primers Internos Sequéncias (5> 3) Fragmento
HHV-7/2+ GTTACTTTCAAAAATGTTTGTCCC
HHV-7/2 GGAAATAGGATCTTTTCAAATTC 1220

Fonte: elaboragao prépria.
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TABELA 11 - Concentracoes de reagentes e ciclos utilizados durante a Reacao
em Cadeia da Polimerase tipo Nested (N-PCR) - 30 ciclos

12 Reacao [] 30 Ciclos
H20 . 7,0 UL Denaturagao Inicial 95°C — 3 min.
Master Mix 130Ul Denaturagéo 95°C — 45 seg.
Primer HHV-7/1 10,0 pmol Extens&do 72°C — 1 min.
DNA 10,0 ng/uL
2a Reacao [] 30 Ciclos
H2 7,0 uL
Mast OM. . 19100“ L Denaturacéo Inicial 95°C — 2 min.
_ aster Vix o H Denaturagéo 95°C — 45 seg.
Primer HHV-7/2+ 10,0 pmol Anelamento 57°C — 45 seg.
Primer HHV-7/2 10,0 pmol Extensio 72°C — 1 min.
DNA (1a Reacao) 10,0 ng/uL

* GoTag® Green Master Mix
Fonte: elaboragao prépria.

4.2.5 Deteccao do Gene da f—Globina Humana

A amplificagdo de um fragmento do gene da B-Globina humana foi utilizada para
checar a qualidade do DNA em todas as amostras testadas e seguiu 0 método para PCR
simples 44,

TABELA 12 - Sequéncia de primers que flanqueiam uma regiao conservada do
gene da B- Globina utilizados na PCR

Primers Sequéncia (5> 3) Fragmento
PCOS3 ACACAACTGTGTTCACTAGC
110pb
PCO4 CAACTTCATCCACGTTTCACG

Fonte: elaboragéo prépria.
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TABELA 13 — Concentracoes de reagentes e ciclos utilizados durante a Reacao
em Cadeia da Polimerase — 40 ciclos

12 Reacao [ ] 40 Ciclos
g 6,0 ul. Denaturagao Inicial 94°C — 3 min.
Master Mix* 11,0 uL Denaturagdo 94°C — 30 seg.
Primer PCO3 10,0 pmol Anelamento 55°C — 1 min.
Primer PCO4 10,0 pmol Extensao 72°C — 2 min.
DNA 10,0 ng/uL

* GoTag® Green Master Mix
Fonte: elaboragao prépria

4.2.6 Visualizacao dos Fragmentos Amplificados Pela Nested-PCR

A visualizagao das bandas foi realizada apés a aplicacao de 5-10 pl do produto da
segunda PCR de cada virus em gel de Agarose a 2% em tampao TEB 0,5x (TRIS-EDTA-
BORATO), contendo 0,5 pg/mL de brometo de etidio e submetida a eletroforese 30
minutos a 100 Volts. Apds a corrida eletroforética, os géis foram visualizados a luz
ultravioleta para a comprovacéo das bandas, usando um padrdo de peso molecular de
50 e 100 pb (DNA-Ladder, Gibco-BRL). Os tamanhos dos fragmentos amplificados dos
herpesvirus CMV, EBV, HHV-6 (A/B) e HHV-7 foram de 159, 54, 258/658, e 122 pares

de bases, respectivamente.

4.2.6.1 Epstein-Barr Virus - EBV

FIGURA 6 — Eletroforese em gel de agarose de produtos da Nested-PCR para EBV

‘ Ladder 2 3 4 S 6 7 8

__-, - | — ) - - -

Fonte: autoria propria.

8 amostras, reveladas com brometo de etidio e fotografadas sob luz UV:
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Coluna 1, padréao de peso molecular (Ladder-50pb);

Colunas 3-6-7-8, indicam amostras negativas;

Colunas 4-5, amostras positivas;

Colunas 2 e 8, controles positivo e negativo, respectivamente.

4.2.6.2 Citomegalovirus - CMV

FIGURA 7 - Eletroforese em gel de agarose de produtos da Nested-PCR para CMV
reveladas com brometo de etidio e fotografadas sob luz UV

<159

Fonte: autoria propria.

Padrao de peso molecular (Ladder-100pb);

Coluna 1, controle positivo;
Coluna 2, controle negativo;

Coluna 3, amostra positiva.
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4.2.6.3 Herpesvirus Humano 6 — HHV-6

FIGURA 8 - Eletroforese em gel de agarose de produtos da Nested-PCR para
HHV-6 de 1 amostra positiva, reveladas com brometo de etidio e fotografadas sob
luz UV

Fonte: autoria prépria.

Coluna 1, padréo de peso molecular (Ladder-100pb);
Colunas 2 e 8, controle positivo e negativo respectivamente;
Colunas 3-5-6-7, amostras negativas;

Coluna 3, amostra positiva.

4.2.6.4 Herpesvirus Humano 7 — HHV-7

FIGURA 9 - Eletroforese em gel de agarose de produtos da nested-PCR para HHV-
7 de 4 amostras positivas, reveladas com brometo de etidio e fotografadas sob
luz UV

€122pb

Fonte: autoria propria.

Coluna 1, padréo de peso molecular (Ladder-100pb);
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Colunas 2-5, indicam amostras positivas;
Colunas 6-8, amostras negativas.

4.2.6.5 Gene da —-Globina Humana

FIGURA 10 - Eletroforese em gel de agarose de produtos da PCR para pB-Globina
de 8 amostras positivas, reveladas com brometo de etidio e fotografadas sob luz
uv

<110pb

Fonte: autoria propria.

Coluna 1, padrao de peso molecular (Ladder-100pb);

Colunas 3-5/7-11, indica amostras positivas;

Colunas 12-13, amostras negativas;

Colunas 2 e 14, controles positivo e negativo, respectivamente.
4.3 Biosseguranca

O laboratério esta atuando desde o dia vinte e nove de abril do ano de dois mil e
oito de acordo com a Vigilancia Sanitaria e esta adequado para o funcionamento através
da emenda que estabelece regulamento Técnico de Produtos para Diagnostico de uso in
vitro e seu registro, cadastramento, e suas alteracdes, revalidacdes e cancelamento
tendo como 6rgéo emissor a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) atraves
das Resolucées RDC 206, de 17 de novembro de 2006 e RDC 302 de 13 de outubro de
2005.

Precaucbes Padréo: para o desenvolvimento do trabalho, entramos em contato
com material biol6gico. Sangue e outros fluidos corporais podem alojar microrganismos

e, por isso, consideramos estes fluidos contaminados por agentes transmissores de
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doencas. Sempre conscientes da importancia de prote¢cdo na manipulacdo destes
materiais, artigos, residuos e ambientes. Para isso, utilizamos as precaucoes padrao:

e Uso sistematico de EPI, de acordo com os procedimentos a serem realizados
e especificos para este fim;

e Atencdo para riscos ao manipular, preparar, recolher, transportar ou limpar

materiais perfurocortantes usados;

e Cuidados ao desprezar material perfurocortante de uUnico uso em contentor
adequado (EPC);

e Descarte sistematizado de material usado, de acordo com as Normas
Regulatérias.

4.4 Analise Estatistica

A analise estatistica das variaveis categoricas foi realizada utilizando o teste do
qui-quadrado ou teste exato de Fisher. Um valor de p =< 0,05 foi considerado

estatisticamente significativo.
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5

5.1

RESULTADOS

Caracteristica dos Pacientes Incluidos no Estudo

Participaram do protocolo de monitorizagdo 71 pacientes portadores de LES,

sendo todos do sexo feminino. A mediana da idade dos pacientes foi de 40 anos (variacao

de 18 a 62 anos). Dentre os pacientes estudados, 20/71 (28,16%) tinham doenca Iupica
em atividade (SLEDAI acima de 8). Os outros 51/71 (71,83%) pacientes do estudo nao
apresentaram atividade para LES (Tabela 15).

TABELA 14 - Caracteristicas dos 71 pacientes incluidos no estudo

Caracteristicas dos Pacientes N (%)
Numero de Pacientes 71 (100%)
Sexo 71 fem. (100%)
Idade (Mediana) 40 anos (range 18-78)

Com Atividade Lupica

20 (28,17%)
(SLEDAI 28)

Sem Atividade Lupica (SLEDAI<8) 51 (71,83%)

Fonte: elaboracao prépria.

5.2

Total De Exames Realizados Durante A Monitorizacao

Foram realizados, neste estudo, 355 exames para a detecgao de infeccéao ativa

pelos herpesvirus anteriormente descritos, incluindo Nested-PCR e Antigenemia nos 71

pacientes estudados. A Tabela 14 mostra o total de exames realizados durante o estudo.
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TABELA 15 - Total de exames realizados durante o estudo

Exames Material Positivos Negativos Total
Nested PCR - CMV ~ DNA Leucécitos 6 (8,5%) 65 (91,5%) 71
Antigenemia Leucdécitos 6 (8,5%) 65 (91,5%) 71
Nested PCR - HHV-6 DNA Soro 0 (0%) 71(100%) 71
Nested PCR - HHV-7 DNA Soro 6 (8,5%) 65 (91,5%) 71
Nested PCR - EBV DNA Soro 0 (0%) 71(100%) 71
Total 18 (5,1%) 337 (94,9%) 355

Fonte: elaboragao prépria.

5.3 Ocorréncia de Infeccao Ativa causada pelos Herpesvirus nos pacientes

estudados e atividade lupica

Infeccado ativa causada pelos herpesvirus estudados foi encontrada em 10/71
(14,08%) dos pacientes. Destes, 6/10 (60%) apresentaram infec¢do ativa causada pelo
CMV, 6/10 (60%) tiveram infeccao ativa causada pelo HHV-7, sendo que 2/10 (20%)
pacientes apresentaram coinfeccao por CMV e HHV-7.

Observamos que nos pacientes com LES ativo (SLEDAI igual ou maior que 8),
20/71 (28,16%), a infeccdo ativa ocorreu em 10/20 (50%) e nos pacientes com LES sem
atividade, 51/70 (71,83%), apenas um paciente, 1/51 (1,96%) apresentou infeccéo ativa
pelos herpesvirus CMV e HHV-7 concomitantemente. Esta diferenga de ocorréncia de
infeccdo ativa detectada entre os dois grupos de pacientes foi estatisticamente
significativa (p<0,0001) (Tabela 16).
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TABELA 16 — Pacientes com Infeccao Ativa causada pelos Herpesvirus
estudados, grau de imunossupressao e farmaco utilizado

Paciente Atividade Viral SLEDAI Graude b maco utilizado
Imunossupressao
1 CMV/HHV-7 12 3 Metotrexato
2 CMV 12 3 Azatioprina
3 CMV 8 3 Azatioprina
4 HHV-7 8 3 Azatioprina
Pulsosde
> CMV 10 3 Metilprednisolona
6 HHV-7 10 3 Azatioprina
7 HHV-7 8 3 Azatioprina
Prednisona 0,5 - 0,9
8 CMV 1 2 mg/Kg/dia
Prednisona 0,08 -
9 HHV-7 10 1 0,5mg/Kg/dia
10 CMV/HHV-7 4 3 Metotrexato

Fonte: elaboragéo prépria.

5.4 Relato dos casos dos 10 pacientes que apresentaram infeccao ativa causada
pelos herpesvirus estudados

1-) 20 anos > Diagnoéstico de LES. Apresentava vasculite do sistema nervoso
central. A paciente encontrava-se com LES em atividade, SLEDAI 12 (Sindrome
Orgénica Cerebral — Leucocituria). Fez uso de Prednisona. Em relagéo a infecgdo ativa
por herpesvirus. Apresentou coinfeccdo por CMV e HHV-7.

2-) 45 anos - Diagndstico de LES ha 8 anos. Foi internada apresentando edema
de membros inferiores e edema de face intenso ha 15 dias, febre, vomitos e diarreia. A

60



paciente encontrava-se com LES em atividade, SLEDAI 12 (Hematuria - Proteinuria -
Hipocomplementemia - Aumento do Titulo de DNA). Recebeu ganciclovir para o
tratamento da infeccdo e para tratamento do LES, pulso de ciclofosfamida e
metilprednisolona. Melhorou apds o tratamento. Apresentou infecgéo ativa pelo CMV.

3-) 24 anos > Diagnéstico de LES. Encontrava-se com a doenca em atividade,
SLEDAI 8 (Cilindros Urinarios — Proteinaria). Também apresentou hipertensao arterial

sistémica. Utilizou Prednisona, Azatioprina. Apresentou Infec¢do ativa pelo CMV.

4-) 41 anos - Diagnéstico de LES ha 15 anos a paciente encontrava-se com LES
em atividade, SLEDAI 8 (Cilindros Urinarios — Proteinuria). Apresentou Nested-PCR
positiva para HHV-7.

5-) 831 anos - Diagnéstico de LES. Encontrava-se com a doenga em atividade
SLEDAI 10 (Proteintria - Ulceras Mucosas - Aumento do Titulo de DNA - Febre —
Leucopenia), deu entrada na enfermaria precisando ser entubada por insuficiéncia
respiratéria aguda e febre. Foi internada com edema generalizado, taquipneia e febre.
Recebeu prednisona 100mg, metilprednisona e ciclofosfamida. Evoluiu para obito por
sepse de foco pulmonar e insuficiéncia de multiplos érgéos. Apresentou positividade para
CMV.

6-) 27 anos > Diagndstico de LES ha 16 anos deu entrada no Pronto Socorro
referindo alteracdes cutdneaso. A paciente encontrava-se com LES em atividade SLEDAI
10 (Hematuria - Leucocituria - Plaquetopenia — Leucopenia). Recebeu pulsoterapia de
ciclofosfamida. Ficou internada apresentando septicemia grave e choque refratario
evoluindo para Obito. Biopsia pericardica positiva para Pseudomonas aeruginosa.
Nested-PCR positivo para HHV-7.

7-) 33 anos - Diagndstico de LES ha 5 anos. A paciente encontrava-se com LES
em atividade, SLEDAI 8 (Cefaléia. Episddios esporadicos de cefaleia). Nested-PCR
positivo para HHV-7.

8-) 43 anos > Diagndstico de LES ha 1 ano. Internada dia 26/11/2008 devido a
infeccdo no trato urinario. A paciente encontrava-se com LES em atividade, SLEDAI 11
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(Hematuria - Leucocituria — Plaquetopenia). Recebeu alta com uso de ciprofloxacina em
casa e retorno em dezembro de 2008 para pulso de CFO. Diagnéstico de LES
disseminado (sistémico) com comprometimento de outros 6rgaos e sistemas. Infec¢ao
Ativa por CMV.

9-) 48 anos > Diagnostico de LES ha 18 anos. A paciente encontrava-se com
LES em atividade, SLEDAI 10 (Cefaléia Lupica - Plaquetopenia — Leucopenia). Queixa
de dores de cabeca, as vezes muito fortes e subitas, as vezes progressiva. Nested-PCR

positivo para HHV-7.

10-) 34 anos > Diagnéstico de LES ha 21 anos. A paciente encontrava-se com
LES inativo, SLEDAI 4 (Artrite). Voltou a tomar Metotrexato ha 3 meses devido a dores

articulares. Coinfecgéo por CMV e HHV-7.
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6 DISCUSSAO

A infecgao ativa pelos herpesvirus humanos € uma ocorréncia muito frequente em
pacientes imunodeprimidos'3%: 139145 Pacientes com doengas autoimunes, tais como os
com Lupus Eritematoso Sistémico tem um risco aumentado de serem acometidos por
estas infeccbes devido a terapia utilizada para o tratamento da prépria doenca,

favorecendo a acédo de agentes oportunistas6.

As infecgbes virais mais comuns em pacientes imunodeprimidos sao aquelas
causadas pelos herpesvirus humanos, principalmente o citomegalovirus, que sai do seu
estado de laténcia e pode causar doencga se o virus replicar, 0 que chamamos de infeccao

ativa147; 148.

Outros agentes, virais e nao virais, podem acometer pacientes imunodeprimidos e
veem sendo relacionados em pacientes com lUpus eritematoso sistémico'® 150, Estas
apresentacoes sA0 menos comuns porém nao menos importantes ou graves quanto as

manifestagdes apresentadas pelas infecgdes por herpesvirus 9% 151:152,

Virus do grupo herpes, tais como o Epstein-Barr, CMV, bem como os herpesvirus
6 e 7, podem também se reativar, aproveitando a fragilidade imune dos pacientes lupicos.
Neste estudo, o objetivo principal foi verificar se estes herpesvirus estdo presentes nos
pacientes com LES. Para tanto, foram incluidos pacientes com LES comprovado, doenga
em atividade ou ndo, sendo também verificado o impacto clinico causado pela infec¢ao
ativa nestes pacientes. As publicacdes a este respeito sdo escassas na literatura e assim
firmamos a importancia deste estudo para aumentar nosso conhecimento a respeito da

correlacdo LES e infeccao herpética.

A utilizacdo de marcadores de infec¢ao ativa causada pelos herpesvirus, tais como
a antigenemia para CMV e a Nested-PCR sao ferramentas Uteis para identificar pacientes
com infeccao ativa. Estes indicadores sao importantes para selecionar pacientes com um

risco aumentado de evoluir para doenga viral'53: 154 155,

Dos poucos estudos existentes na literatura, os principais foram aqueles

relacionando infecgbes virais em pacientes IUpicos™. Quando relacionados os
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herpesvirus, a principal interacdo estudada é a do EBV com Lupus Eritematoso
Sistémico. No trabalho de James, 2012, é citado que pacientes lUpicos possuem uma
resposta imunoldgica desregulada contra o EBV. Também é sugerido um provavel
mimetismo molecular entre os antigenos do EBV e os produzidos no Lupus Eritematoso
Sistémico aliado a uma maior soroconversdao para EBV o que sugere uma maior

reativagao viral em pacientes com LES'%.

Este mimetismo molecular entre os antigenos do EBV e aos apresentados em
pacientes lupicos também é discutido em diversos trabalhos onde é citada uma possivel
modulacao do sistema imune pelo EBV o que ocasionaria uma elevacédo da resposta

Neste trabalho ndo observamos nenhuma positividade para o virus Epstein-Barr,
fato também demonstrado no estudo de Kosminsky (Kosminsky, de Menezes et al. 2006).

Estudos recentes tém sugerido que a associacao entre o HHV-7 e CMV pode
elevar o nivel de imunodepressao possivelmente devido a uma potencializagdo do efeito
do CMV ou modulagéo do sistema imune'4% 162, Esta imunomodulagéo pode predispor a

outras infecgdes oportunistas como invasao flingica'63: 164: 165,

Com relacdo aos CMV, neste trabalho, observamos que a infecg¢éo ativa ocorreu
em 6 dos 10 (60%) pacientes que apresentaram infeccdo ativa pelos herpesvirus

estudados, sendo que destes, 5 pacientes apresentavam lupus em atividade.

Em criancas portadoras de Lupus Eritematoso Sistémico Changpin et al, 2001
encontrou uma positividade de 28,6% (6/21) para CMV apresentando também que a
infeccdo pode ocorre antes da terapia imunossupressiva mas apresenta-se mais

comumente apos a terapia'e.

O HHV-7 parece estar mais associado a transplantes de 6érgaos sélidos. A
coinfeccao entre o HHV-7 e Citomegalovirus Humano (CMV) e a modulagao imune séao

0s mais importantes fatores no potencial patogénico deste virus.

Neste trabalho, o DNA do HHV-7 foi detectado em 6 pacientes, sendo que em 5

deles, o lupus estava em atividade. O outro paciente, com lupus nao ativo, teve infeccao
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ativa pelo HHV-7, mas também apresentou infec¢ao ativa pelo CMV. Neste paciente nao

foi observado sintomas relacionado a estas infeccoes.

Nosso principal achado neste trabalho foi que em pacientes com Lupus
Eritematoso Sistémico com a doenca em atividade, existe um fator de risco aumentado

para o desenvolvimento de infeccéo ativa e doenca causada principalmente pelo CMV.

Estudos futuros deverado ser realizados, principalmente em pacientes com LES
com SLEDAI igual ou superior a 8 (lupus em atividade) através de coletas de sangue
mensais para a realizagdo de uma protocolo de monitorizacdo de deteccéo laboratorial

de infecgao ativa viral.
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7 CONCLUSAO

- Verificou-se a presenca do DNA e do antigeno pp65 do CMV nas amostras de sangue
obtidas dos pacientes estudados com a utilizagdo das técnicas de Nested-PCR e
antigenemia propostas no trabalho;

- Verificou-se, a presenca de DNA do Herpesvirus Humano 7 através da técnica de

Nested-PCR nas amostras de sangue dos pacientes estudados;
- Nao obtivemos a deteccdo do DNA do EBV e HHV-6;

- Avaliamos o impacto clinico causado por estas infeccdes nos pacientes com LES
ressaltando um maior fator de risco para o desenvolvimento de infeccao ativa por

herpesvirus em pacientes com Lupus Eritematoso Sistémico em atividade, SLEDAI = 8.

66



8 APOIO
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10 ANEXO 1

INFECCAO ATIVA PELO CITOMEGALOV[RU§ EM PACIENTES
COM LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO

Escalas de Avaliagdo de Estagio da Doenga (LES) - SLEDAI

Peso

Descritor

Definicao

Convulsao

Inicio recente (ultimos 10 dias). Excluir causas
metabdlicas infecciosas e por drogas ou convulsdo
causada por dano no SNC irreversivel, ocorrido no
passado.

Psicose

Habilidade alterada de realizar atividades normais devido
a distarbio sério de percepcgcao da realidade. Incluir
alucinacbes, incoeréncia, associa¢gées nitidamente
imprecisas,  raciocinio  empobrecido,  raciocinio
nitidamente ilégico, estranho, desorganizado, ou
comportamento cataténico. Excluir causas por uremiase
drogas.

Sindrome
cerebral
organica

Funcdo mental alterada, com orientagdo e memdria
prejudicadas ou outra fungao intelectual comprometida,
apresentando inicio rapido e sintomas clinicos
oscilantes. Incluir perturbagdo da consciéncia, com
reducdo da capacidade de concentrar e incapacidade
para prestar atencdo ao ambiente, mas no minimo 2 dos
sintomas: disturbios de percepc¢ao, discurso incoerente,
insbnia ou sonoléncia durante o dia, ou aumento ou
diminuicdo da atividade psicomotora. Excluir causas
metabolicas, infecciosas ou por drogas.

Disturbio Visual

Alteracdes do LES na retina e nos olhos. Incluir corpos
citdides, hemorragias da retina, secrecdo serosa de
hemorragia na corbide, neurite Optica, esclerite ou
episclerite. Excluir hipertensao, infeccdo ou causas por
drogas.

Disturbio
nervoso craniano

Novo inicio de neuropatia sensorial ou motora,
envolvendo o0s nervos cranianos. Incluir vertigem
causada pelo Lupus.

Cefaléia do
Lupus

Dor de cabeca forte e persistente: pode ser migranea,
mas nao responsiva a analgesia narcotica.

AVC

Novo inicio de AVC(s). Excluir causas por Arteriosclerose ou
hipertenséo.
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Ulceracdo, gangrena, nédulos sensiveis nos dedos, infarto

Vasculite periungual, hemorragias puntiformes(splinter), ou biopsia ou
exame de angiografia para vasculite.
Artri Mais de duas juntas apresentam dor e sinais de
rrite inflamagao(ou seja, sensibilidade, inchago ou efus&o).
Dor/Fraqueza do musculo proximal, associados a niveis
Miosi elevados de creatinina fosfocinase/aldolase, ou
losite alteragées de eletromiograma, ou biopsia apresentando
miosite
Cilindros Cilindros hematicos ou hemegranulares.
Urinarios
H » > que 5 glébulos vermelhos/campo de alta poténcia.
ematuria Excluir calculos, infeccdes ou outras causas.
Proteindri Novo inicio ou aumento recente d emais de 0,59/24
roteinuria Horas.
Pidria > que 5 gloébulos brancos/campo de alta poténcia. Excluir

infecgéo.

Rash Cutaneo

Rash cutaneo do LES recente ou em adamento

Perda de cabelo anormal nova ou em

Alopecia andamento,irregular ou difusa, causada por ltpus ativo.
Ulceras na Ulceracbes orais ou nasais novas ou em andamento,
mucosa causadas por lupus ativo.
Plourisi Dor toracica pleuritica classica e séria, ou atrito pleural,
eunsia ou efusdo, ou espessamento pleural devido ao Itpus.
, , Dor pericardica classica ou séria, ou atrito, ou efuséo, ou
Pericardite

confirmagéao por eletrocardiograma.

Complemento

Diminuicdo de CH50, C3 ou C4, em niveis abaixo do

Baixo limite minimo de normalidade em testes laboratoriais.
Ligacdo de DNA |> que 25% de ligagdo por meio de ensaio Farr ou
elevada intervalo acima do normal em testes laboratoriais.
Febre > que 38° C. Excluir causa infecciosa.

Trombocitopenia

< que 100.000 plaquetas/ mm?

< que 3.000 gloébulos brancos/mm3. Excluir causas por

Leucopenia drogas.
PONTUACAO |Soma dos pesos indicados ao lado dos descritores
TOTAL marcados

Fonte: adaptado de: Bombardier C, Gladman DD, Urowitz MB, et al. Derivagdo de SLEDAI: um indice de
atividades da doenca para pacientes com lupus. Comité de Estudos Prognésticos de LES. Arthritis Rheum
1992; 35 (6): 630-640.
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11 ANEXO 2

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, : R.G.
, aceito colaborar com o estudo “Infeccao ativa por
Herpesvirus em pacientes com Lupus Eritematoso Sistémico”, que sera realizado
na faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas, para pesquisa
da infeccao ativa pelo citomegalovirus utilizando a Reagdo em Cadeia da Polimerase e a
Antigenemia. Para isso, sei que colherdo amostras de sangue no ambulatério ou
enfermaria de Reumatologia do HC-UNICAMP, para a realizagdo dos testes diagndsticos.
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 colaboragdo em muito auxiliara o
tratamento dos pacientes que vierem a apresentar infeccdo pelos herpesvirus. Estou
ciente de que todos os dados colhidos serdo sigilosos, e que meu nome nao sera
colocado em qualquer publicacdo. As amostras serdao armazenadas em freezer — 20 ¢ C,
seguindo as normas da resolugéo N° 347, como fonte de material bioldgico para estudos
futuros.

Referente ao armazenamento das amostras optarei por uma alternativa se
aceitarei ou hao que minha amostra seja armazenada como fonte de material biologico
para possiveis estudos futuros, apos aceitacédo pelo Comité de Etica em Pesquisa.

() ACEITO () NAO ACEITO

Campinas, de de

Assinatura do Paciente ou Responsavel

Pesquisador responsavel: Murilo de Freitas Peigo- tel. (19) 3521 7734
E-mail: murilodefreitas@gmail.com

Orientador (a): Prof? Dr2 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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