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RESUMO

SORIA, Aurora Del Carmen Rosell. Coinfecgdo viral como elemento imunomodulatério
na tuberculose pulmonar. Orientador: Dr. Spartaco Astolfi Filho. Manaus: UFAM, 2015.
Tese (Doutorado em Programa Multi-institucional de P6s-graduacdo em Biotecnologia).

A tuberculose se investe na atualidade de grande importancia sanitaria devido a sua alta
prevaléncia e letalidade. Possui resisténcia e acomete grupos populacionais vulneraveis. O
citomegalovirus (CMV) e o virus Epstein Barr (EBV), apds a aquisicao inicial, sdo capazes de
estabelecer laténcia nos tecidos, provocando efeitos modulatorios no sistema imune, podendo
proteger de infecgdes intercorrentes, mas favorecendo o cancer e a autoimunidade em
individuos com o background genético favoravel. O presente trabalho é um estudo de caso
controle com o objetivo de verificar se a coinfeccdo viral pelo EBV e CMV influencia no
aparecimento da Tuberculose (TB). Procedeu-se a sorologia IgG e IgM para EBV e CMV, e a
pesquisa do genoma viral por meio da técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo
real no plasma de pacientes com TB e controles (individuos que tiveram contacto
intradomiciliar com casos index de tuberculose). Participaram 68 pacientes com idade entre
18 a 36 anos e 56 controles pareados. Observou-se que 100% de casos e controles eram IgG
positivos para EBV; 100% de casos e 96,4% de controles eram 1gG positivos para 0 CMV,
portanto, nessa pequena amostragem transversal, confirmou-se a alta prevaléncia da infeccéo
pelo EBV e CMV, mas, ndo se observou associacdo entre a infeccdo/laténcia dos virus e a
ocorréncia de tuberculose. Verificou-se baixa presenca do genoma viral no plasma: 7
ocorréncias nos casos (10,3%) e 9 ocorréncias nos controles (16,1%). Apesar da diferenca
numérica, talvez mostrando uma tendéncia, ndo houve significancia estatistica. E muito
importante a continuidade do estudo, desta feita em uma coorte longitudinal de individuos
expostos (contactantes domiciliares), com maior “n” amostral, e faixa etdria populacional
menor, que comporte maior prevaléncia de expostos soronegativos para 0 EBV e CMV,
permitindo observar contraste com expostos seropositivos.

Palavras-chave: Tuberculose. Citomegalovirus. Epstein-Barr. Contatos.



ABSTRACT

SORIA, Aurora Del Carmen Rosell. Viral coinfection how immunomodulatory element in
pulmonary tuberculosis. Advisor: Dr. Spartaco Astolfi Filho. Manaus: UFAM, 2015. Thesis
(Doctorate in Multi- institutional Program of Post -graduate in Biotechnology).

Tuberculosis demands today great sanitary importance due to it’s high prevalence and
lethality. It possesses antimicrobial resistance and hits vulnerable populational groups. The
Cytomegalovirus (CMV) and the Epstein-Barr virus (EBV), after initial exposure, are capable
of establishing latency in the tissues, causing modulatory effects on the immune system,
allowing protection against intercurrent infections, but enabling cancer and autoimmunity in
individuals with a favorable genetic backround. This work is a controlled case study aiming to
verify if the viral co-infection by EBV and CMV have any influence on the onset of
Tuberculosis (TB). 1gG and IgM serology were carried out for EBV and CMV, also viral
genome research through the Polymerase Chain Reaction technique in real time on the plasma
of TB patients, and controls (subjects that had interdomiciiary contact with index cases of
TB). 68 patients participated, ages ranging from 18 to 36 years and 56 paired controls. It was
observed that 100% of cases and controls had positive IgG for EBV; and that 100% of cases
and 96,4% of controls were IgG positive for CMV. Therefore, in that small transversal
sampling the high prevalence of infection by EBV and CMV was confirmed, but not an
association between the infection/latency of the viruses and the occurrence of TB. Low
presence of the viral genome on the plasma was verified: 7 occurrences in the cases (10,3%)
and 9 in the controls (16,1%). Despite the numerical difference, maybe highliting a tendency,
there was no statistical significance. It is important that this study continues, in this way, in a
longitudinal cohort of exposed individuals (home infected), with higher “n” sampling, and a
smaller populational age range, that houses more prevalence of seronegatives exposed to EBV
and CMV, allowing observation of the contrast with seropositives.

Keywords: Tuberculosis. Cytomegalovirus. Epstein-Barr. Contacts.
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1 INTRODUCAO

Quase todos os seres humanos no momento em que chegam a adolescéncia sédo
infectados por varios virus de herpes, sendo que a infeccdo pelo herpesvirus é perpetuado
durante toda a vida do hospedeiro (HADINOTO et al, 2009).

A familia herpesvirideae, de acordo com Hadinoto (2009), € composta por: Virus
Herpes Simples 1 e 2 (HSV1 e HSV?2), Virus Varicela Zoster (VZV), Epstein Barr (EBV),
Citomegalovirus Humano (HCMV), Herpesvirus Humano 6 e 7 (HHV6 e HHV7) e
Herpesvirus associado ao Sarcoma de Kaposi (KSHV). Estes virus sdo divididos em trés
subfamilias (o, B e Y'), com base em similaridade bioldgica e genética.

A replicacdo viral litica a qual domina a infec¢do aguda tem lugar inicialmente em
superficies epiteliais e € controlada pela resposta imune adaptativa.

A laténcia ao nivel molecular do herpesvirus € caracterizada pela presenca do
genoma viral no nucleo da célula infectada, sob a forma de epissoma, de dificil detec¢do pelos
métodos classicos de identificacdo, sendo somente identificada através da Reacdo em Cadeia
de Polimerase (PCR) de alta sensibilidade, na expressdo minima do gene viral. A laténcia do
EBV ocorre em linfécitos B de memdria CD4+, e do CMV em células epiteliais, incluindo
mucosas aéreas e tubulos renais.

Ainda conforme Hadinoto (2009), Tronstein (2011) e Ling (2003), o baixo nivel de
eventos de reativacdo viral clinicamente silenciosas que estimulam uma resposta imune em
curso, séo agora conhecidos por persistir na laténcia, apesar da auséncia de sintomas.

As células de memdria ndo ficam dormentes, encontram-se em constante reativacdo
viral e ativos pelo sistema imune.

Apesar da auséncia de doenca clinica visivel, a laténcia do virus do herpes sofre um
periodo de interacdo continua e intensa entre o virus e o hospedeiro, que resulta na produgéo
de células altamente funcionais CD4+ e CD8+ que é mantida durante toda a vida (DECMAN
et al, 2005).

Durante a laténcia clinica, aproximadamente de 10 a 20% das células de memoria
TCD4+ e CD8+ ficam em circulacdo em adultos saudaveis e especifico para os antigenos de
CMVH (MOSS; KHAN, 2004).

De acordo com Sandalova (2010), as células EBV e CMV T CD8+ especifico
contribuem para a expansdo da T CD8+ ativada. Em pesquisa realizada pelo mesmo autor em

50 pacientes com HBV, resultou em que, gripe, adenovirus agudo, identificaram expanséo,
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ativacdo e herpes especifico mediado por IL-15. O CD8 herpes especifico produz genoma
IFN ativacdo /by stander.

Ha evidéncias em modelos murinos que a laténcia de herpesvirus proporciona
protecdo a infeccBes intercorrentes por Listeria monocytogenes e Yersinia pestis (BARTON;
WHITE; BERD, 2012).

Pouco se sabe sobre os beneficios potenciais da laténcia do herpesvirus em seres
humanos, em vista dos estudos terem sido realizados em animais.

Sendo assim, esta tese tem como propoésito verificar se a coinfeccdo pelo Virus
Epstein Barr (EBV) e Citomegalovirus (CMV) influenciam no aparecimento da tuberculose

pulmonar em pacientes e contatos diagnosticados com tuberculose.

1.1 Hipdtese

Caso a laténcia viral confira protecdo, a presenca do EBV e CMV em contactantes de

TB assintomaticos seria maior do que em pacientes.

1.2 Objetivos

1.2.1 Geral

e Avaliar se a coinfeccdo de seres humanos pelo virus Epstein Barr (EBV) e o
citomegalovirus (CMV) confere protecdo para infeccBes intercorrentes de TB,

caracterizando uma interagdo simbiotica entre as espécies.

1.2.2 Especificos

1. Avaliar se ha diferenca na soropositividade para o EBV e 0 CMV entre pacientes
com tuberculose pulmonar comparados a contactantes intradomiciliares sem a
doenga;

2. Determinar se ha diferenca na presenca do genoma do EBV e do CMV no plasma
de pacientes com tuberculose pulmonar comparados a contactantes
intradomiciliares sem a doenca;

3. Avaliar se ha diferenca no numero de cépias dos genomas do EBV e do CMV no
plasma de pacientes com tuberculose pulmonar comparados a contactantes

intradomiciliares sem a doenca.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 A tuberculose

A tuberculose é uma doenca antiga e mundial. Trata-se de uma doenca infecciosa,
causada pelo Mycobacteruim tuberculosis, transmissivel, que afeta 0 homem desde a pre-
historia (ROSEN, 1994; BRASIL, 1999), podendo infectar qualquer 6rgao do corpo, mas a
principal incidéncia é a da tuberculose pulmonar bacilifera (BRASIL, 1999).

Atualmente é a doenca infecciosa mais mortifera, apesar de ser curavel (LEITE;
TELAROLLLI, 1997; BRASIL, 1999). A infeccdo pelo bacilo de acordo com Worth Heart
Organization Global estd presente em 1/3 da populacdo mundial, onde ocorreram 9 milhdes
de casos novos e milhdes de débitos. Em 2014 foram diagnosticados 67,966 casos novos de
tuberculose conforme o Sistema de Agravos de Notificacdo (SIMAN), o coeficiente de
incidéncia nacional é de 33,5/1000 habitantes, apesar de que 16 capitais registraram média
acima da nacional, porém foi observada uma variacdo de 7,9 a 99,3/1000 habitantes
(SIMAN).

Esta populagdo infectada representa uma parte do reservatorio de M. tuberculosis,
apesar da inatividade metabdlica e auséncia de sinais clinicos (NORTH e JUNG, 2004;
KAUFMAN 2005). Os mesmos autores definem que pela propria histéria mundial da TB a
maioria dos individuos é resistente a infeccdo, provavelmente devido a capacidade de gerar
uma eficiente resposta imune a M. tuberculosis, de 10 a 30% das pessoas expostas se tornam
infectadas e somente 5 a 10% transformam-se em TB ativa, sendo disseminado e localizado
na forma pulmonar, ganglionar, renal, 6ssea, ou acometer outro 6rgdo onde o diagndstico
precoce e 0 inicio do tratamento em tempo habil sdo fundamentais para minimizar a
transmisséo e reduzir a sua morbidade.

De acordo com Bento (2011), o diagnéstico clinico é muitas vezes dificil, devido a
sintomas inespecificos e frequentemente insidiosos e diversificados. O mesmo autor
acrescenta que atualmente, o diagnostico de tuberculose ainda depende de exames
microbiologicos, 0s quais requerem manuseio cuidadoso e rapido transporte das amostras;
ainda que a baciloscopia do escarro represente um diagndstico rapido, o método Gold
Standard ainda é o isolamento cultural do Mycobacterium tuberculosis, cujo resultado demora
varias semanas.

O Manual de Recomendacdes para o Controle da Tuberculose no Brasil, do

Ministério da Saude, define que a tuberculose possui implicagdes sociais e epidemioldgicas
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relevantes para sua permanéncia. O controle e, consequentemente, a diminuigéo da incidéncia
depende de fatores importantes, tais como diagnéstico precoce e um tratamento imediato e
bem-sucedido, pois segundo o mesmo, a maior fonte de infec¢do consiste em individuos sem
tratamento, ou naqueles com tratamento ineficazes que permanecem baciliferos, mantendo,
assim, a cadeia de transmissdao (BRASIL, 2010).

Por outro lado, Scatena (2009) afirma:

O fato de individuos infectados terem dificuldade de acesso aos servicos de salde
contribui para que muitas coisas ndo sejam diagnosticadas, constituindo uma
desigualdade em saide. A deteriorizagdo do servico publico em salde vem
resultando em dificuldade de acesso a esses servicos, falha na distribuicdo de
farmacos antituberculose e recursos humanos treinados para o diagndstico,
notificacdo e a;companhamento do paciente em tuberculose, configurando
obstaculos para o controle da doenga.

Outro fator considerado por Oliveira e Moreira Filho (2000) é a baixa escolaridade
que define um conjunto de determinantes socioecondmicos precéarios 0s quais aumentam a

vulnerabilidade a tuberculose.

2.1.1 Etiopatogenia

A tuberculose é uma doenca infectocontagiosa. O microorganismo que causa a
doenca é o Mycobacterium tuberculosis, da familia mycobacteriaceae, ordem
Actinomycetoles.

O M. tuberculosis é um bacilo alcool — acido resistente (BAAR) tem o método de
Ziehl-Nielsen como técnica mais utilizada em nosso meio.

De acordo com Kritski et al. (1999), o bacilo da tuberculose (ou de koch) é uma
espécie aerdbica, ndo possui toxina nem flagelos. Este bacilo sobrevive se multiplicando no
interior das células fagocitarias (parasita intracelular facultativo), além de considerar que a via

aérea € a Unica de importancia na transmissdo ou contagio.

2.1.2 Imunopatogenia

A infeccdo pelo Mycobacterium tuberculosis pode ter trés desfechos: controle na
porta de entrada gracas a imunidade inata, tuberculose latente ou doenca ativa. Na tuberculose
latente 0 organismo controla, mas ndo elimina a infec¢do. O bacilo fica dormente, replicando
intermitentemente e com o metabolismo alterado. A infeccdo esta sobre controle, mas nédo

eliminada. Isto gera um enorme reservatorio de tuberculose. O desequilibrio na relacéo
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parasito-hospedeiro, ap6s uma reativagdo de um foco latente de infeccdo leva ao
desenvolvimento da doenca ativa (KRITSKI; LAPA E SILVA; CONDE, 1998).

O organismo se defende da micobactéria basicamente com o apoio de 2 tipos de
células, os linfocitos T e os macréfagos. Quando a micobactéria penetra no pulmao de um
individuo, € inicialmente fagocitado por um macréfago alveolar na intimidade do pulméo.
Esse macrdfago, dependendo da incidéncia do bacilo e da quantidade aspirada, pode resolver
0 problema ali na porta de entrada, mas 0 macrofago sozinho €, em geral, incapaz de matar a
micobactéria. Ele precisa de apoio de outras células, que vdo aumentar a capacidade do
macrofago dentro de seu citoplasma, principalmente das células, que produzem citocinas
(LAPA e SILVA; BOECHAT, 2004).

O linfécito T, além de produzir citocinas importantes, é também uma arma efetiva
importante contra a micobactéria, por poder matar o macréfago por estar sendo inatil no
combate a ela. Se ele reconhece que o macr6fago ndo estd sendo capaz de vencer a
micobactéria, ele mata este macrofago e libera para o ambiente o bacilo, esperando que
macrofagos mais eficientes o fagocitem e consigam controla-la dessa vez. Trata-se do préprio
linfocito T fazendo essa funcdo efetiva contra a micobactéria, ainda que de forma indireta
(LAPA e SILVA; BOECHAT, 2004).

As células T sdo elaboradas no timo, sendo as CD4 e CD8 as mais potentes na
ativacdo dos macrdfagos para matar o Mycobacterium tuberculosis. Elas tém a destacada
propriedade de reconhecer os antigenos e outros constituintes do bacilo, para elaborarem as
citocinas que ativam os macréfagos (PARRONCHI et al., 1991; SALGAME; ABRAMS;
CLAYBERGER, 1991).

Por outro lado, os macrofagos residentes no tecido compdem os primeiros bacilos de
defesa frente a micobactéria. Apos ser fagocitado, o bacilo permanece no interior do
fagossomo. A partir da fusdo do fagossomo e do lisossomo, antigenos podem ser processados
e, posteriormente, apresentados aos linfocitos T auxiliadores (CD4"), T helpers (Th) através
do complexo principal de histocompatibilidade, também conhecido em inglés como Major
Histocompatibility Complex (MHC), de classe Il, presente apenas em macréfagos, células
CD4" do tipo 1 (Th1) desempenhando a fungdo principal na resposta imune a micobactéria
(KAUFMAM, 2005).

Contudo, células T-citotoxicas (CD8"), que reconhecem antigenos oriundos do
citoplasma (tumorais ou virais), também participam da resposta imune ao M. tuberculosis.

Células T CD8" séo capazes de reconhecer fragmentos peptidicos ligados ao MHC classe |,
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moléculas expressas em praticamente todas as células diferenciadas ou maduras do organismo
(WINAU et al., 2006).

Importantes subgrupos das células T sdo as células Thl (helper) e Th2 (citoloxico),
ambos sdo importantes funcdes imunoldgicas (SCHULGER & ROM, 1998; DELESPESSE;
DEMEURE, YANGY, 1997).

As células Thl tem papel importante no complexo imunitario por contribuir na
elaboracdo da interleucina IL2 e de interferon gama (FNIy), os mais atuantes ativadores dos
macrofagos (FINE, 2000; BRETSCHER, 1992). Th2, além de elaborarem interleucinas,
participam da lise de células monocitarias que fagocitaram micobactérias; elas também
participam da elaboracdo de anticorpos, receptores pelas células B, que, entretanto, ndo
possuem funcgdo na protecdo contra a tuberculose (LURIE, 1964; JACKETT; BOTHAMELY;
BATRA, 1988).

As principais interleucinas elaboradas pelas células CD4, Thl e Th2 séo: IL2, IL4 e
IL5, IL6, IL8, IL10, IL12, NFTa e FNIy - Interferon gama. Participa intensamente na
protecdo contra o M. tuberculosis, importante elemento na defesa contra micobactérias em
geral, encontrado no sangue de pacientes com tuberculose (FLESH; KAUFMANN, 1987).

De acordo com Tsuyuguchi (1995), os linfdcitos ativados pelo 1L-12 polarizaram a
resposta para Thl padronizando a IL-2 que tem capacidade de ativar as células citoldxicas e a
liberacdo de FNIy, a citocina mais importante desta resposta, responsavel pela ativacdo
macrofagica, pela formacdo de granulomas e na producdo de 6xido nitrico (NO) com intenso
poder micobactericida.

Os macréfagos de doentes com tuberculose pulmonar tém maior capacidade de
elaborar N.O levando a destruicdo das micobactérias (LAPA e SILVA; BOECHAT, 2004).
Quanto maior a quantidade de bacilos de M. tuberculosis adquirida durante a infeccdo, a
producdo de citocinas do tipo Thl, como IL-2 e FNIy também é maior (GONZALES-
JUARRER et al., 2001).

A hipersensibilidade desenvolve-se normalmente ap6s 2 a 10 semanas, sendo a
replicacdo das micobactérias inibida tanto nos focos iniciais quanto nos focos metatarsicos,
pela formacdo dos granulomas, com os bacilos, albergando de células epiteldides, perdendo a
imperceptibilidade da primo-infec¢do (FREIRE, 1989).

A formagdo do granuloma é essencial para conter a infeccdo tuberculose, ja que o
mesmo funciona como uma barreira, envolta do tecido conjuntivo, delimitando o sitio de
infecdo (TUFARIELLO; CHAN; FLYNN, 2003).
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Quando h& formacgdo de granuloma, a replicacdo das micobactérias no interior dos
macrofagos é baixa e a infeccdo fica restrita a0 mesmo, ocorrendo um estado de “equilibrio”
entre bacilo-hospedeiro, caracterizando a infeccdo latente. O bacilo pode sobreviver no
interior do granuloma por varios anos, servindo como um reservatorio de infeccédo
(TUFARIELLO; CHAN; FLYNN, 2003).

A presenca da hipersensibilidade tuberculinica parece proteger o individuo da
reativacdo da doenca a partir dos granulomas e das reinfeccGes exdgenas perante nimero de
particulas infectadas (KRITSKI, 1999). A resisténcia do hospedeiro define se a infeccédo
ficard latente, com os bacilos ndo se multiplicando no interior das células (tuberculose-
infeccdo) ou se haverd multiplicacdo e disseminacdo dos bacilos associados as manifestagdes
clinicas (tuberculose-doenca).

A tuberculose entdo é caracterizada por individuos imunocompetentes por um longo
periodo de laténcia (MATHEMA et al., 2002) que devido a reducdo da imunidade celular
podera recrudescer a partir de um foco de tuberculose-infec¢do, aclamada tuberculose por
primaria (SUCCI, 1990), como ocorre especialmente nos casos de AIDS, terapia
imunossupressiva, destruicdo e alcoolismo (LILLEBEAK et al., 2002).

Havendo um comprometimento do sistema infectado por M. tuberculosis, pode
ocorrer uma reativacdo latente, mesmo anos apds o primeiro contato. Neste caso, ha o
aumento da replicacdo das micobactérias no interior dos macréfagos, com elevada producéo
de citocinas e substancias de teciduais liticos, causando extensa necrose no tecido infectado e
formacdo de lesdes cavitareas, caracterizando a doenca ativa (TUFARIELLO; CHAN;
FLYNN, 2003).

E importante entender os mecanismos micobactericidas dos macr6fagos e como o
sistema imune pulmonar funciona, tendo em vista que praticamente todas as contaminag6es
por tuberculose se ddo por via respiratoria e que 80% das formas clinicas da doenca se
localizam no pulméo. Além disso, a forma pulmonar é a (nica com importancia
epidemioldgica, pois vai propiciar a transmissdo aos contatos e a manutencdo do ciclo de
transmisséo da doenca (KRITSKI, 1998).

A citocina é um hormonio, um produto de diversos tipos de células do organismo e
que tem varias fungdes. Existem citocinas de perfil Th-1, composto por citocinas como o
interferon Y e interleucina-1 (IL-2), que ativam 0s mecanismos microbicidas do macrofago e
as de perfil Th-2 sdo as citocinas tipo interleucina-4, 5 e 10 que desativam o0s macrofagos.

Dependendo do predominio destes tipos de citocinas, havera a manifestacdo da tuberculose ou
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vai impedir a infeccdo de progredir. Estudos recentes publicados que o proprio
Mycobacterium tuberculosis escutam algumas proteinas em sua fase de crescimento, capazes
de interferir fortemente na resposta imune, direcionando a seu favor (MURRAY et al., 1997).

As células dentriticas tém capacidade de induzir a resposta imune protetora contra a
tuberculose que pode durar muito tempo. A presenca deste tipo de célula, juntamente com
outros tipos de células de linhagem monocitico macrofagica em nimero suficiente, € essencial
para o estabelecimento do granuloma, que configura a0 mesmo tempo uma protecdo do
hospedeiro contra a disseminacdo da infeccdo e uma protecéo do microorganismo contra a sua
eliminacdo. A densidade da populacdo celular e a presenca de certas citocinas, como 0s
interferons do tipo I, sdo essenciais para a formacdo do granuloma e a diminui¢do da
populacéo bacteriana (BOUCHONNET et al., 2002).

2.1.3 Manifestacgdes clinicas

Conforme o Manual de Recomendacdes para o Controle da Tuberculose no Brasil
(BRASIL, 2010), do Ministério da Saude, a tuberculose pulmonar pode se apresentar sob a
forma priméria, pos-priméria (ou secundéria) ou miliar. Os sintomas cléssicos da tuberculose
pulmonar sdo: tosse persistente, produtiva ou ndo (com muco e eventualmente sangue), febre
vespertina, sudorese noturna e emagrecimento.

Ainda segundo o Manual do Ministério da Saude supracitado, a tuberculose primaria:
“E mais comum em criangas e clinicamente se apresenta na maior parte das vezes de forma
insidiosa. O paciente se apresenta irritadico, com febre baixa, sudorese noturna, inapeténcia e
o exame fisico pode ser inexpressivo” (BRASIL, 2010).

A tuberculose pos-primaria:

Pode ocorrer em qualquer idade, sendo que o suor é mais comum no adolescente
jovem. Tem como caracteristica principal a tosse seca ou produtiva. (...) A
expectoragdo pode ser purulenta ou mucoide, com ou sem sangue. A febre
vespertina, sem calafrios, ndo costuma ultrapassar os 38,5°C. A sudorese noturna e a
anorexia sdo comuns. O exame fisico geralmente mostra “facies” de doenga cronica
e emagrecimento, embora individuos com bom estado geral e sem perda do apetite
também possam ter TB pulmonar. A ausculta pulmonar pode apresentar diminuicéo
do murmdrio vesicular, sopro anférico ou mesmo ser normal (BRASIL, 2010).

Na tuberculose miliar: “A denominag¢dao ¢é vinculada ao aspecto radiologico
pulmonar. E uma forma grave de doenca e ocorre em 1% dos casos de TB em pacientes HIV
soronegativos, em até 10% dos casos em pacientes HIV soropositivos em fase avancada de
imunossupressao” (BRASIL, 2010).
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O Manual de Recomendagdes (BRASIL, 2010) preleciona que a tuberculose
extrapulmonar possui seus sinais e sintomas dependentes dos Orgdos e/ou sistemas
acometidos.

— Tuberculose pleural

— Erupiema pleural tuberculose

— Tuberculose gangliomar periférico

— Tuberculose meningoencefélica

— Tuberculose pericardica

— Tuberculose 6ssea

2.1.4 Epidemiologia

A Organizacdo Mundial de Saude determina que um terco da humanidade seja
infectada pelo Mycobacterium tuberculosis, sendo que destes mais de oito milhdes de casos
novos e trés milhGes de mortes devido a doenga por ano (GONCALVES, 1998).

De acordo com Melo et al. (2005), as formas pulmonares alcancaram 85%, sendo
52,8% positivas a baciloscopia e 32,2% sem confirmacdo bacterioldgica. Fiuza de Melo e
Hijar (apud VERONESI; FOCACCIA, 1996), ainda, define que, entre as formas
extrapulmonares, correspondentes a 15%, as pleurais e ganglionares sdo as mais encontradas,
seguidas pela genitourinarias, ésseas e oculares. A forma de meningoencefalite tuberculosa
foi de 5% e a miliar 6%.

Ferreira, Silva e Botelho (2005) expde que ndo ha perspectiva de eliminacdo da TB
devido ao impacto causado pela pandemia da AIDS, que foi se manifestando no Brasil como
importante preditora da tuberculose.

O Ministério da Saude (BRASIL, 2002) define e tem como meta diagnosticar pelo
menos 90% dos casos esperados. A expansdo das acbes de controle para 100% dos
municipios complementa o conjunto de metas a serem alcangadas onde os gestores, Municipal
e Estadual, devem agir de forma planejada para o controle. Santos (2007) se manifesta no
sentido de que, em 2003, o controle da tuberculose foi detectado como prioridade dentre as
politicas pablicas de satude no nosso pais.

Para Morrone (2005), as mortes por tuberculose sdo decorrentes principalmente do
diagnostico tardio ou ndo realizado da doenca e pela quimioterapia inapropriada. Ainda
segundo 0 mesmo autor, nos paises desenvolvidos, estima-se que 0 prazo minimo para o

diagnostico de um doente seja de dois ou trés meses e nos paises em desenvolvimento a
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demora € muito maior e, consequentemente, proporciona maior nimero de infectados e de
novos doentes.

Em 2014 foram diagnosticados 67,966 casos novos de tuberculose. Ao longo dos
anos, observou-se a reducdo do coeficiente de incidéncia, passando de 41,5/100mil habitantes
em 2005 para 33,5 por 100 mil, representando 2,3% de reducdo. Mesmo assim continua 0s
desafios. O Brasil registrou em 2014 cerca de 73 mil casos novos por ano, no Amazonas

foram 68,4 por 100 mil habitantes.

2.1.5 Diagnostico

A combinacdo de caracteristicas clinicas, radiolégicas e microbiolégicos € o melhor
método para diagnosticar a tuberculose (PALOMINO, 2005; LINUMAY et al., 1998).

2.1.5.1 Bacterioldgico

E 0 método prioritario em adultos, tanto para o diagndstico como para o controle do
tratamento (BRASIL, 2010).

O exame microscépico direto - baciloscopia direta - € um método simples e seguro.
Deve ser realizado por todo laboratério publico de saude e pelos laboratérios privados,
tecnicamente habilitados.

“A pesquisa do bacilo alcool-4cido resistente (BAAR) pelo método de Ziehl- Nielsen
¢ a técnica utilizada em nosso meio” (BRASIL, 2010).

A baciloscopia de escarro permite detectar 80% dos casos de tuberculose pulmonar.
A baciloscopia direta determina que deve ser solicitada aos pacientes que apresentam:

e Critérios de definicdo de sintomatico respiratorio (exame de escarro);

e Suspeita clinica e/ou radioldgico da tuberculose pulmonar, independente do tempo

de tosse;

e Suspeita clinica de tuberculose extrapulmonar.

A baciloscopia de escarro deve ser realizada em, no minimo, duas amostras; uma
por ocasido da primeira consulta, e outra independente do resultado da primeira, na
manha do dia seguinte, preferencialmente ao despertar. Nos casos em que ha
indicios clinicos e radiolégicos de suspeita de TB e duas amostras de diagndstico
apresentem resultado negativo, podem ser solicitadas amostras adicionais. O método
é considerado de baixa flexibilidade, uma vez que para oferecer o processo esperado
necessita de uma quantidade minima de 5.000 bacilos/ml de escarro (BRASIL,
2010)
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2.1.5.2 Cultura

Para a micobactéria, a identificacdo de teste de sensibilidade preleciona que a
“cultura ¢ um método de elevada especificidade e sensibilidade no diagnostico da tuberculose.
Nos casos pulmonares com baciloscopia negativa, a cultura do escarro pode aumentar em até
30% o diagnostico bacteriologico da doenga” (BRASIL, 2010).

Os métodos disponiveis para o teste de sensibilidade pelos laboratérios do pais sdo 0s
métodos das proporcdes que utiliza meio sélido e, portanto, tem seu resultado apos 42 dias de
incubacéo e os métodos que utilizaram o meio liquido, com resultados disponiveis apds 5 a 13
dias.

Destacando que o0s antimicrobianos geralmente testados sdo Estreptomicina,
Isoniazida, Rifampicina, Etambutol e Pirazinamida (BRASIL, 2010).

A cultura para micobactéria € indicada nos seguintes casos:

e Suspeita clinica e/ou radiologia de tuberculose com baciloscopia repetidamente

negativa;

e Suspeitas de tuberculose com amostras paucibacilares (poucos bacilos);

e Suspeitas de tuberculose com dificuldades de obtencdo de amostra (por exemplo,

criancgas);

e Suspeitas de tuberculose extrapulmonar;

e Casos suspeitos de infeccdes causadas por micobactérias Neo Tuberculosas

(MNT) — nestes casos, 0 teste de susceptibilidade pode ser feito com MIC
(BRASIL, 2010).

2.1.5.3 Radioldgico

A radiografia de térax € um método diagnostico bastante importante na investigacao
da tuberculose. Através deste método, é possivel averiguar a suspeita de doenca em atividade
ou doenca no passado. A radiografia de térax deve ser solicitada para todos 0s casos em que
haja paciente com suspeita clinica de tuberculose pulmonar. Porém, até 15% dos pacientes
imunodeprimidos ndo apresentam alteracdes radioldgicas (BRASIL, 2010).

Em pacientes com suspeita clinica de TB, o exame radiolégico permite a
diferenciacdo de imagens sugestivas de tuberculose ou de outas doengas. No entanto, como
existem casos em que a TB néo sera identificada atraves das imagens, recomenda-se a cultura

para micobactéria.
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Ademais, em pacientes com baciloscopia positiva, tal exame tem como principal
atribuicdo excluir qualquer possibilidade de doenca pulmonar associada, como, por exemplo,
cancer de pulmdo em fumantes com alta carga tabagica com idade superior a 40 anos
(BRASIL, 2010).

2.1.5.4 Histopatologico

No método histopatolégico na investigacdo de formas extrapulmonares, ou nas
formas pulmonares que se apresentam radiologicamente como doenca difusa, a baciloscopia
do tecido usualmente € negativa e a presenca de uma granuloma, com necrose de caseificagéo,

é compativel com o diagndstico de tuberculose (BRASIL, 2010).

2.1.5.5 Chain Reaction of Polimerase (PCR)

O PCR é uma técnica molecular promissora para o diagndéstico rapido da tuberculose.
Pode ser utilizada como ferramenta auxiliar no diagndstico da tuberculose, porém associada a
outros métodos (OGUSKU; SALEM, 2004; ASSIS et al., 2007). A amplificagdo em vitro do
DNA da micobactéria através da reacdo de polimerase em cadeia pode, por sua vez, fornecer
uma resposta diagndstica rapida, apesar de este meio exigir um laboratorio e pessoal técnico
especializado (MELLO et al., 2002; SPERHACKE et al., 2004).

Os testes imunoldgicos relacionados a producdo de IFNy por células T, em resposta a
antigenos presentes no M. tuberculosis, baseou-se no conceito de que células T de individuo
sensibilizados por antigenos do M. tuberculosis (células T de memdria) liberam IFNy, quando
estes reestimulados por antigenos especificos, podendo ser detectado por meio de ensaio
imunoenzimatico — ELISA - (PAI; RILEY; COLFORD 2004; MAZUREK, 2003).

2.2 Virus Elementos Imunomodulatoérios

Os virus sdo particulas com caracteristicas passiveis de subsistitir extracelularmente
e formados por complexos biologicos dotados de informacdes genéticas elementares.
Possuem a capacidade de adentrar células vivas alterando o processo metabélico normal com
a finalidade de recodificar células para sua propria replicacdo (SOARES, 1993; FALKE,
1979).

Ainda de acordo com 0s mesmos autores, possuem um tamanho entre 20nm e 30nm.
Suas estruturas geomeétricas sdo simples e precisas. Apresentam-se em forma de esferas,

bastonetes, projéteis e tijolos, sendo constituidos por acidos nucleicos, proteinas e lipidios.
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Sao organismos que contém apenas um tipo de &cido nucleico: RNA ou DNA, de
acordo com o grupo a que pertencem, mas nunca os dois ao mesmo tempo (LEVINSON et al.,
1998; BURNETT, 1978).

Possuem varias centenas de genes em um genoma de DNA ou RNA. O acido
nucléico e as nucleoproteinas virais encontram-se quase sempre encerradas por uma capa
proteica: o capsideo. Os capsideos sdo formados por uma ou Vérias proteinas. A unidade
estrutural inteira, formada pelo acido nucléico, nucleoproteina (s) e capsideo, denomina-se
nucleocapsideo. Em geral, os virus com envoltério sdo sensiveis a solventes lipidicos e
detergentes ndo-ibnicos que podem dissolver o envoltorio, enquanto os virus que consistem
apenas em nucleocapsideos sdao um pouco mais resistentes (WANG; KIEFF, 2006).

Comumente, inibem especificamente a sintese de proteina dos hospedeiros, mediante
0 atague a um componente do complexo de iniciagdo da traducdo. A apoptose € a
consequéncia esperada da inibicdo, induzida pelo virus, da sintese das macromoléculas
celulares e da replicagdo do acido nucléico viral (WANG; KIEFF, 2006).

O capsideo e o envoltério de um virus protegem seu genoma e permitem sua
transmissdo eficiente de uma célula a outra e a futuros hospedeiros. A infeccdo viral comeca
em uma superficie mucosa ou epitelial e se propaga ao longo dessa superficie, ou a partir dela,
para tecidos mais profundos. A infeccdo pode entdo se disseminar pelo corpo através da
corrente sanguinea, vasos linfaticos ou circuitos neurais. A inoculagdo parental também serve
como meio de transmissdo entre seres humanos ou a partir de animais, incluindo insetos, aos
seres humanos (WANG; KIEFF, 2006).

Estudos desenvolvidos sobre a relagdo virus-célula detectaram que os virus utilizam
varios mecanismos para subverter o sistema imunoldgico, por meio de interferéncia com a
funcdo das células e moléculas imunoldgicas (KEUTZ, 2007).

Ainda segundo o autor anteriormente mencionado, é identificada a destruicédo,
inibicdo ou inducdo da maturacdo dos DCs, alterando o padrdo de secrecdo de citocinas e de
expressao de receptores nos DCs, levando a prejuizo nas suas relagfes com as demais células
do sistema imunoldgico, principalmente os leucocitos T. Esta é destruida ou alterada.

Apresenta antigenos, que inibe a agdo das proteinas TAP-1 e TAP-2; a formagéo do
complexo peptideo-MHC-I1 no reticulo endoplasmatico.

A producéo de proteinas que protegem a célula infectada da acdo do IFN-1 e do TRF-

A,; e infecgdo dos leucdcitos, B induzidos alteragdo na secre¢do de imunoglobulinas.
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Para Soares (1993) e Falke (1979), os virus possuem a capacidade de adentrar as células
vivas, alterando seus processos metabolicos normais, com a finalidade de recodifica-las para

sua propria replicacao.

2.2.1 HIV/TB Coinfeccéo

De acordo com Lawn e Wood et al. (2010), as doencas oportunistas sdo a maior
causa de mortes em pacientes com AIDS, cujo surgimento é em consequéncia da
imunodeficiéncia causada pelo HIV. Com a diminuicdo do CD4+ para menos de 200
células’smm®, o risco de desenvolver essas doencas chega a 60% dentro de um periodo de 2
anos.

A tuberculose representa 13% das mortes dos pacientes com AIDS no mundo devido
a imunossupressao presente no paciente, a exposicdo a viruléncia do patégeno como a
tuberculose (MANSUR, 2010).

Conforme Canini et al. (2004), o HIV ataca o sistema imunolégico responsavel por
defender o organismo de doencas atingindo os linfécitos CD4+, o virus altera 0 DNA dessas
células e faz copias de si mesmo, rompendo os linfécitos em busca de outros para continuar a
infeccdo, levando a disfuncdo imunoldgica crbnica e progressiva, devido ao declinio dos
niveis de linfocitos CD4+, aumentando o risco de o individuo desenvolver AIDS.

A infeccdo pelo HIV é grande fator de risco para o desenvolvimento de tuberculose
ativa. Isto pode resultar de diversos fatores: alto risco de reativacdo da infeccdo pelo
Mycobacterium tuberculosis, risco de exposi¢do acentuado para a TB, maior risco de infecgédo
pelo M. tuberculosis, seguindo de uma exposi¢do a uma forte infeccdo pelo Mycobacterium
tuberculosis para TB priméria ativa. (LAWN; WOOD, 2010).

A TB é de risco especial em pacientes com HIV por causa da taxa de conversdo da
forma latente para a forma ativa da doenca. Sendo a taxa de 35 a 162 por 1000 pessoas ano
em pacientes com HIV e de 12,9 por 1000 em geral. (MANSUR, 2010). Ainda segundo o
mesmo autor, as manifestacoes de TB em pacientes com HIV/AIDS dependem do status de
imunidade da pessoa. Para pacientes com niveis de CD4+ acima de 350 celulas/ml, as
manifestacdes da doenca pulmonar ndo séo substancialmente diferentes do que na populacéo
em geral, mas a infeccdo extrapulmonar é mais comum.

Em pacientes com niveis de CD4+ menores, sdo comuns doengas pulmonares no

lobo inferior, causando adenopatias e doenga extrapulmonar (MANSUR, 2010).
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2.3 Imuno modulacéo durante infeccdo latente do herpesvirus

Entre os patdgenos prevalentes mais conhecidos, em compara¢do com a maioria dos
outros virus, o herpesvirus é unico, na medida em que a infeccdo dura a vida do hospedeiro, e,
sobre sua prevaléncia e persisténcia, pouco se conhece. Em sistemas humanos e animais, tem
a capacidade de, durante a laténcia, modular a resposta imune.

A perspectiva é que seja potencialmente prejudicial e surpreendentemente benéfico
nesse processo de interacdo ao longo da vida. A constatacdo de que modula a infecgéo latente
e origina respostas imunes em hospedeiros assintomaticos, obriga a reconsiderar o que
constitui um "normal” sistema imune num individuo saudavel (ROIZMAN et al, 2007).

S&o conhecidos oito herpesvirus humanos: virus herpes siruplex 1 e 2 (HSV1 e
HSV?2), virus varicela zoster (VZV), citomegalovirus humano (HCMV), herpesvirus humano
6 e 7 (HHV6 e HHVT7), virus de epstein bar (EBV) e virus do herpes Kaposi associado ao
sarcoma (KSHV). Estes virus sdo divididos em trés familias (a, 8 ¢ y), com base genética e
semelhancas bioldgicas (PELLETT; ROIZMAN, 2007).

Quadro 1 - Familias do Herpesviridae — Soroprevaléncia / Doengas associadas ao hospedeiro

imunocompetente.
Membros Seroprevaléncia | Doencas associadas no hospedeiro
humanos (adultos) imunocompetente
H5V 1 50 a 90% H5V1/2: Ulceras orais e genitais recorrentes
HSV 2 15 a95%
VZV 90 a 100% VIV catapora, zoster
o
HCMY 60 a 100% HCMV: Mononucleose, defeitos congénitos
HHV6 90 a 100% HHVG/7: roséola infantil
HHV7 90 a 100%
B
EBV 90 a 100% EBV: Mononucleose, linfoma de Burkitt e
outros linfornas, carcinoma de nasofaringe
KSHV <5 a >50% KSHV: sarcoma de Kaposi, doenca de
Y Castleman multicéntrica, linfoma de efusdo
periférica

Fonte: Roizman et al. (2007).




32

Quadro 2 - Familia herpesviridae — Alvos de células liticas / latentes.

Membros | Alvos de células liticas Alvos de células latentes
humanos

HSV1 HSV1/2: epitélio da mucosa | Ganglios neuronais sensoriais
HSW2

VZV VZV:epitélio respiratdrio,

o linfocitos T

HCMV HCMV: epitélio da mucosa | HCMV: células hematopoiéticas

de linhagem mieloide, células de
musculo liso, epitélio salivar e

renal
HHVE HHVG/7: epitélio da HHWG/7: células
HHV7Y mucosa hematopoiéticas de linhagem
B mieloide mieloide, células
TCD4+, epitélio salivar
EBV EBV: epitélio oral EBV: células de memdaria B
KSHV KSHV: desconhecido KSHV: células de memaria B,
\ celulas endoteliais

Fonte: Roizman et al. (2007).

Ainda segundo Roizman et al., (2007), a infeccdo com o virus do herpes é
conceituada em trés fases distintas correspondentes ao curso clinico da maioria dos pacientes:
A) infeccdo aguda, B) laténcia e C) reativacao.

A) A infec¢do aguda nos primeiros anos de vida é assintomatica e devastadora que
vai desde o trato geniturinario doloroso a Ulceras de malignidades fatais. Replicacdo viral
litica, domina a infecgdo aguda. Acontece inicialmente em superficies epiteliais e é controlada
pela resposta imune adaptativa do hospedeiro (ROIZMAN et al, 2007).

B) A laténcia do herpesvirus no nivel molecular é caracterizada: |I. pela presenca do
genoma viral no nucleo da célula infectada, geralmente como um epissoma; Il. A auséncia de
replicacdo viral de significancia, medida através dos metodos cléssicos, relativamente
insensiveis, incluindo ensaios de placa, ensaios de transformacgdo de células virais e a
aplicacdo da Reacdo em Cadeia (PCR); Ill. A expressdo genética viral minima (VIRGIN;
SPECK, 1999). Sabe-se, agora, que eventos de reativacdo viral de baixa intensidade e
clinicamente silenciosos estimulam uma resposta imune continua, tornando-se latentes apesar
da auséncia de sintomas (HADINOTO et al., 2009; LING et al., 2003; TRONSTEIN et al.,
2011).
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C) Reativacdes. Apresenta-se assintomatica com interacdo constante com o sistema
imune — booster, imunomodulacdo. (HADINOTO et al.,, 2009; LING et al., 2003;

TRONSTEIN et al., 2011).
No hospedeiro higido, apresenta-se ciclica com baixa viremia assintomatica; no

imunossuprimido pode se apresentar com doengas graves.

A imunomodulacdo é definida como qualquer efeito de laténcia do herpesvirus
(incluindo reativacdo subclinica) que altera a resposta imune do hospedeiro a exposicéo
subsequente ao antigeno (infecciosa, ndo infecciosa ou auto alterado). (MEIOS; LANG;

JUNG, 2007; VANDEVENNE; SADZOT-DELVAUX, 2010).

2.3.1 Caracteristicas imunoldgicas de laténcia herpesvirus

Durante décadas apds a descoberta de herpesvirus humano, a auséncia de sintomas,
de expresséo do gene viral durante a laténcia e auséncia de deteccédo de replicacdo viral levou
os virologistas e clinicos a acreditarem que esta fase de infeccdo fosse de um periodo de
quietude viral (HADINOTO et al., 2009; TRONSTEIN et al., 2011; LING et al., 2003).

Métodos sensiveis indicam que membros das trés subfamilias do herpesvirus
produzem virbes infecciosos em superficies epiteliais e da mucosa quase continuamente em
individuos aparentemente saudaveis. A infeccdo clinicamente latente possui um componente
significativo de reativacdo, durante a qual, com muita frequéncia, uma fragdo do agregado de
células com infeccdo latente recomeca a replicacdo reprodutiva (MEIOS; LANG; JUNG,
2009; VANDEVENNE; SADZOT-DELVAUX, 2010).

Figura 1 - Caracteristicas imunoldgicas de laténcia herpesvirus.
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Fonte: Autor (dados da pesquisa).
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A despeito da auséncia de doenga clinica visivel, a laténcia do herpesvirus contitui
um periodo de interacdo continua e intensa entre o virus e o hospedeiro que resulta na
producdo de um grande agregado de células T CD4+ e CD8+ altamente funcionais que é
mantida por toda a vida, Figura 1. (DECMAN et al., 2005; CALLAN, 2004; MOSS e KHAN,
2004).

2.3.2 Populacoes de linfocitos durante laténcia dos herpesvirus

Durante uma infeccdo EBV sintomatica aguda, apresentando-se como mononucleose
infecciosa sdo ainda maiores estas propor¢des, com até 80% de todas as células CD8+ em
circulagdo antigeno-especificos para EBV (CALLAN, 2004).

Este nivel decai rapidamente com a resolucdo da infeccdo aguda, mas persiste,
mesmo em portadores de EBV saudaveis, aproximadamente 5 a 10% de células CD8+
especificos para epitopos EBV liticos e latentes (TAN et al., 1999).

Nas amigdalas, local importante de laténcias e reativacdo, a fracdo virus especifica
chega a 20%, indicando enriquecimento anatémico no local da expressdo antigena (HISLOP,
2005).

Durante a laténcia clinica, aproximadamente 10 a 20% das células T CD4+ e CD8+
de memoria em circulagdo em adultos saudaveis sdo especificos para antigenos HCVM (16)
(MOSS, 2004; SYLWESTER et al., 2005).

2.3.3 Compartimento T expandido e altamente funcional em EBV e CMV

Nos modelos proprios de humanos e de camundongos, um subconjunto de células T
CD8+ de herpesvirus ativa a producgdo rapida de citocinas e a func¢do citolitica seguindo uma
restimulacdo antigena (HISLOP et al., 2001).

Mesmo na auséncia de restimulacdo ex vivo, estas células apresentam sinais de
contato recente com antigenos, inclusive com proliferacdo (BELTZ, 2001).

Durante a maior parte da vida do hospedeiro humano, os linfocitos herpesvirus
especificos ndo desenvolvem sinais de exaustdo funcional comuns em outras infec¢Ges virais
crbnicas (HCV, HIV e LCMV) (KIM, 2010).

Também durante a laténcia, 0 compartimento de memorias das células T CD4+ sofre

expansdo, exercendo a fungéo de efetivador rapido (LIBRI et al., 2011).
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Assim, apesar da auséncia de doenca clinica visivel, a laténcia do herpesvirus
constitui um periodo de interacdo continua e intensa entre o virus e o hospedeiro que resulta
na producdo de um grande agregado de células T CD4+ e CD8+ altamente funcional que é
mantida por toda a vida.

De acordo com Welsh (2010), este enorme compartimento de células T anti-
herpesvirus é essencial para o controle de reativagdo viral, mas, talvez, ao mesmo tempo ele
altere o resultado de infeccGes heterélogas, fendbmeno conhecido como imunidade heterdloga.

As células T CD8+ herpesvirus-especificas sdo ativadas no contexto de outras
infeccbes, seja via peptideos que apresentam cruzamento reativo e restricdo por MHC
expresso por outros patdgenos, seja por mecanismos de expectador independentes de
antigenos (SANDALOVA, 2010).

Em estudo realizado em 50 individuos com HBV, identificou-se expansao, ativacdo e

herpes especifico mediado por IL-15, CD8 herpes especifico produz IFN ativagdo / by

stander.
Figura 2 — Resultados de Pesquisa em indivivuos com HBV.
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Fonte: SANDALOVA (2010).

2.3.4 A transcrigdo imunologica da laténcia do herpesvirus: pistas a partir de modelo de
camundongo

Estes estudos permitem varias conclusdes sobre o impacto da infeccdo pelo

herpesvirus na expressdo genética do hospedeiro.




36

Em primeiro lugar, os efeitos transicionais de HSV1, MCMV e MHV68 s&o
singulares. Talvez isso ndo seja surpreendente, dada o diferente tropismo desses virus, mas
enfatiza o fato de os efeitos de laténcia ser de dificil generalizacao.

Em segundo lugar, um importante componente de assinatura transcricional durante a
infecgdo por MHV68 pode ser atribuida a genes imunomoduladores.

Nestas experiéncias, MHV68 parecia ser 0 mais imunomodulador dos trés virus. Isto
pode ser atribuido a restricdo anatdmica de HSV1 ao ganglio trigeminal (uma vez que a
expressao foi medida no bacgo) e a inflagdo tem por tras o dependente da resposta das células
T MCMV-especificas (que demora meses a amadurecer no sistema do camundongo) ou
outros fatores.

Em terceiro lugar, a coinfecdo com dois virus leva a assinaturas transcricionais
emergentes, ndo previsiveis a partir das infec¢oes individuais por herpesvirus.

Em quarto lugar, a infeccdo latente confere uma assinatura imunoldgica especifica
durante a infeccdo MHV68, uma vez que muitos genes de resposta imune ndo foram
regulados positivamente ap6s infeccdo com um mutante viral com deficiéncia de laténcia.

Finalmente, a assinatura transcricional de laténcia MHV68 evolui ao longo do tempo,

com agrupamentos Unicos de genes evidentes em um a trés meses (SNYDER et al., 2008).

2.3.5 A laténcia do herpesvirus modula imunidade a outros patégenos

Diante da capacidade da laténcia do herpesvirus para alterar a expressdo do gene
hospedeiro e as respostas das células T, € razoavel supor que a infeccdo latente alteraria o
resultado de infeccbes secundérias, sendo de fato, o caso.

Os dados colhidos a partir de multiplos modelos de camundongos demonstraram o
potencial da laténcia para aumentar a resisténcia a infeccdo secundaria. Por outro lado, muito
pouco se sabe sobre os beneficios potenciais de laténcia do herpesvirus em seres humanos.

A laténcia do herpesvirus também pode ter impacto prejudicial na resisténcia as
infec¢Bes secundarias nos seres humanos, entretanto, entre os riscos até entdo identificados,
estd 0 aumento da suscetibilidade & infeccdo pelo HIV e uma possivel correlacdo entre as
células T de memoéria HCMV expandidas e a senescéncia imune nos idosos (BARTON;
WHITE; BERD, 2012).



37

2.3.6 A inflacéo de células de memoria HCMYV - especificas como cofator na senescéncia
imune

A resposta de linfécitos especificos de herpesvirus varia com a idade do hospedeiro.
Uma crescente por¢do da CD8 + (e um grau menor CD4 +) compartimento de células T em
idosos ¢é dirigido contra 0 CMV tal que uma fraccdo notavel (em alguns pacientes, > 40%) da
célula T repertorio € HCMV especifico. Este fendmeno é conhecido como inflagdo memoria
(WELSH et al., 2010).

2.3.7 Herpesvirus laténcia como cofator em doencas inflamatdrias humanas

Para Pratesi et al. (2006), EBV (virus e outros) é responsavel por uma série de
doencas autoimunes, incluindo esclerose mdaltipla (MS) e lupus eritematoso sistémico (LES).
EBV é também postulado que desempenham um papel no desenvolvimento de artrite
reumatdide, talvez através da facilitacdo da geracdo de anticorpos contra peptideos
citrulinados (PRATESI et al., 2006).

Hipdteses sugerem herpesvirus como agentes etioldgicos na doenca autoimune,
sendo balizadas pela observacdo de que sindromes virais, por vezes, precede 0 aparecimento
da doenca autoimune, bem como por experiéncias em que os virus foram mostrados para
provocar ou exacerbar a doenga autoimune em modelos animais.

Esses mesmos autores evidenciam existir potencial para alterar a progressdo ou
gravidade de cancros humanos. Finalmente, descreve novos dados convincentes indicando
gue a noticia para os seres humanos infectados com o virus do herpes ndo é de todo ruim, uma
vez que um crescente corpo de dados indica que a infeccdo pelo inicio da vida com EBV e

CMV, pode proteger as criancas contra o desenvolvimento de doencas alérgicas.

2.3.8 EBV, lapus eritematoso sistémico e esclerose maltipla

Isto, naturalmente, ndo exclui a possibilidade de que a modulacdo desencadeada por
EBV latente assintomatica poderia contribuir para LES. Ainda assim, os mecanismos pelos
quais EBV contribui para a patogénese de LES, se for o caso, ndo parecem ser tdo simples
como uma infeccdo aguda com EBV desencadeamento da doenca autoimune num
geneticamente hospedeiro susceptivel. EBV é um candidato atraente para tal gatilho.

A mononucleose infecciosa e MS sdo ambos observados mais frequentemente no
Oeste, em caucasianos, e, em pessoas vivendo em latitudes do Norte. Quase 100% dos adultos

com MS sdo soropositivos para EBV, enquanto que MS ¢ rara em adultos EBV- negativa.
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Como é o caso com LES, a associacdo entre a MS e 0 EBV (KHAN, 2007; GRESS; DEEKS,
2009).

Enquanto as ligacdes entre EBV e certos processos autoimunes sdo fortes, os
mecanismos por EBV que poderiam desencadear ou aumentar a susceptibilidade a estas
doencas permanecem desconhecidos. Varios modelos foram propostos pelo qual um virus
pode alterar o sistema imunitario resultando numa ativacéo inapropriada e doenca autoimune
posterior (KAKALACHEVA; MUNZ; LUNEMANN, 2011).

Tolerancia da célula por proteinas virais tem efeitos adjuvantes e superantigenos que
sdo também codificadas viralmente e foram discutidos como culpados em potencial. Uma
apreciacao relativamente nova para a célula hospedeira, maquinas que alertam o sistema
imune inato a presenca de micrébios e coordenadas a ativacdo das respostas imunes inata e
adaptativa (receptores de reconhecimento de padrdes e moléculas de sinalizacdo) pode trazer
novos insights para 0s mecanismos pelos quais virus poderiam contribuir para a
autoimunidade (CHERVONSKY, 2010).

2.3.9 Aterosclerose e CMV

Sobre a resposta imunitéria ineficaz o antiviral pode promover a doenga vascular
(WECK et al., 1997). Mais uma vez, ratos modelos forneceram dados intrigantes, sugerindo
que podem ocorrer efeitos semelhantes em seres humanos, especialmente naqueles que
experimentam infeccdo herpesvirus mais tarde na vida ou sdo geneticamente predispostos a

uma prolongada resposta antiherpesvirus imune.

2.3.10 Herpesvirus e cancer: uma hipdtese

Estudos de tumores em animais pequenos de incidéncia, progressdo, metastase e na
presenca de laténcia de herpesvirus pode permitir a identificacdo de mecanismos que ligam a
laténcia para génese do tumor, permitindo assim estudos mais refinados em humanos para

determinar se os herpesvirus sdo cofatores significativas nos resultados de cancer.
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2.4 Citomegalovirus
2.4.1 Etiopatogenia

Todos os mamiferos parecem ser infectados por citomegalovirus, espécie especifica e
ndo por incidéncias de infeccdes cruzadas entre espécies na natureza. O homem € o0 Unico
hospedeiro natural do CMV.

O CMV foi encontrado em urina, saliva, leite materno, fezes, lagrimas e sémen
(WELLER; PEARSON, 2000). Dentro do corpo humano, o CMV pode se espalhar
praticamente em qualquer tecido, devido a uma ampla quantidade de células-alvo (SINGER,;
DIGEL; JAHN, 2008).

Pouco se sabe sobre o local dos mecanismos de laténcia do CMV. Estudos indicam
que mondcitos e granulécitos sejam portadores de CMV e locais de laténcia e persisténcia
(TAYLOR-WIEDMAN, 1991; BOLOVAN-FRITTS; MOCARSKI; WIEDMAN, 1999).

Transplantes de 6rgdos sélidos podem transmitir CMV, portanto, é possivel que essas
células possam abrigar e transmitir o virus como também é possivel que outras células possam
transmiti-lo (LJUNGMAN; HAKKI; BOECKH, 2010).

O citomegalovirus (CMV) é considerado atualmente um dos principais patdégenos
que afetam o ser humano. O espectro de suas manifestacfes clinicas € extremamente amplo,
podendo causar infeccdes congénitas e perinatais, infec¢des adquiridas na infancia e na idade
adulta, além de ser considerado uma das principais causas de morbidade e mortalidade em
pacientes imunocomprometidos (PANNUTI, 2005).

Conhecido como HHV-5, é um herpes virus humano (HHV) e pertence a familia
herpesviridae. Tem um genoma constituido por DNA de simetria icosaédrica, com 162
capsdmeros envolvidos por um envelope lipidico. E bastante termolébil, com a vida média de
somente 45 minutos a 37°C (PANNUTI, 2005). Ainda segundo o autor, o0 DNA de duplo
filamento, quatro espécies de RNAm, capsideos proteicos e envoltério de lipoproteina sofre
replicacdo do ndcleo da célula e pode provocar infecgdo litica e produtiva ou infeccéo latente
(HIRSH, 2006).

O citomegalovirus estabelece uma infeccédo latente por toda a vida, assim como todos
o0s virus do herpes humano, podendo ser reativada quando apresentado estimulo para tanto
(MOCARSKI; SHENK; PASS, 2007).

Como descreve Hertel e Mocarski (2004), a infeccdo por CMV ocorre atraves da

introdugdo do proprio virus em um hospedeiro humano. A superficie celular da célula
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hospedeira é atacada pelo DNA, o qual inclusive invade o nucleo e inicia um processo de
replicacdo, tendo como efeito a liberacdo de novos virus na corrente sanguinea e em outros
fluidos corporais. O autor destaca que o processo de replicacao viral tem inicio entre 14 e 24h
apos a infeccdo, acarretando mudancas no formato da célula hospedeira, metabolismo e

transcricdo genética; essenciais para a replicagéo eficiente.

Figura 3 - Ciclo viral do CMV.
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Fonte: Hertel e Mocarski (2004).

2.4.2 Epidemiologia

Estudos de soroprevaléncia de anticorpos anti-CMV na populagdo mundial
demonstram que o CMV ocorre em todas as regides do mundo (GOLD; NANKERVIS,
1991).

Em estudo realizado por Cannon (2010), identificou-se que a soroprevaléncia para
CMV entre mulheres de idade reprodutiva varia de 45 a 100%. Tais indices se apresentaram
de forma mais elevada na América do Sul, Africa, Asia, Italia, Turquia e Israel. Na Europa
Ocidental e nos Estados Unidos, o comportamento epidemiolégico se apresenta variavel. Tal
estudo evidencia que as condi¢Ges socioecondmicas, definidas por higiene, moradia, h&bitos
da populagédo, influenciam diretamente, tendo em vista que o CMV € encontrado em

praticamente todos os liquidos corporais.
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Ainda segundo este estudo, em criangas com menos de 6 meses de idade a
soroprevaléncia apresentava-se mais elevada, e nas pessoas mais idosas chegou até 60%.
A soroprevaléncia mundial do CMV ¢é de aproximadamente 60 a 100% da populacéo

de imunosuprimidos e imunocompetentes (RAFAILIDIS, 2008).

Figura 4 - Sorologias para CMV no HUGV em 2012.

HUGV 2012 Sorologias para CMV - 255 testes
CMV lgG NEGATIVO 7 casos

l CMV IgG POSITIVO 248 casos

Acima 26 anos — 157 casos, TODOS positivos

0-9anos - 21% negativos
10-20anos 5,4% negativos
20-30anos 3.5% negativos

=30anos 0% negativos

Fonte: Laboratério HUGV

Em estudo realizado no Hospital Universitario Getilio Vargas (ManausAM) em
2012, identificou-se 248 casos de CMV IgG Positivo.

O CMV é o patdgeno oportunista mais comum em pacientes com infeccdo provocada
por HIV, podendo estabelecer infeccdo até no sistema nervoso (DREW, 1992;
MCCUTCHAN, 1995; ROULLET, 1999). Evidéncias de infeccdo pelo CMV no SNC séo
encontradas em aproximadamente 15% dos pacientes com AIDS (GONZALES; DAVIS,
1988). Os pacientes masculinos, em 93% apresentavam amostras positivas para DNA de
CMV, contudo, a razdo da amostragem inicial dos pacientes com resultados PCR positivo e
negativo tem a relagdo de 10/1. Quanto a mortalidade de 38% com AIDS com sintomas no
SNC, foi encontrado a presenca do DNA de CMV no LCR (SILVA et al., 2010).
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2.4.3 Manifestacdes clinicas

2.4.3.1 InfecgBes congénitas

Clinicamente, os achados mais recentes sdo prematuridade, tamanho pequeno para a
idade gestacional, ictericia, hepatoesplenomegalia, petéquias e alteracdes neurologicas,
representando 10% dos recém-nascidos infectados (PANNUTI; VARONESI; FOCACCIA,
2005).

2.4.3.2 Infecgéo perinatal

O periodo de incubacéo € de quatro a doze semanas, sendo que a maioria dos recém-
nascidos € assintomatica, podendo estar associada a quadro de pneumonia intersticial de
gravidade variavel e hepatoesplenomegalia (LIBMAN; WITZ, 1995).

2.4.3.3 Infecgéo adquirida

A manifestacdo clinica mais comum da infeccdo em hospedeiros normais, depois do
periodo neonatal, consiste no contato de secrecdes corpéreas contaminadas (PANNUTI;
VARONESI; FOCACCIA, 2005). Ainda segundo o autor, pode acontecer na infancia por
contato de urina e saliva de outras criancas, onde ambientes com aglomerado, predispdem a
maior infeccdo. Na idade adulta, além do contato com saliva e urina, a transmisséo se faz

através do sémen e secrecOes do Cérvix.

2.4.3.4 Transmissdo iatrogénica

Conforme descreve Preiksaitis, Brown e Mckenzie (1988), a transmissdo ocorre
através de transfusfes sanguineas e o transporte aos 6rgaos sé é possivel devido a capacidade
do virus de permanecer latente, podendo ser reativado posteriormente. Enfatiza, ainda, que a
infeccdo por CMV é a mais comum em 6rgdos transplantados.

A prevaléncia de infeccdo congénita por CMV ¢ variavel em diversas partes do
mundo, atingindo taxas de 0,2% a 2,6% de todos os nascimentos (CANNON et al., 2010).

Conforme descreve Negishi (1998), o virus pode ser transmitido quando leucdcitos
infectados atravessam a placenta (transmisséo vertical), via corddo umbilical, instalando-se no

epitélio tubular renal, onde ocorre a replicagéo.
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Foi descoberto que em 6rgdos transplantados hd uma incidéncia de infec¢do por
CMV. Em Séao Paulo, foi realizado um estudo no qual constatou a presenca do CMV em
78,2% dos pacientes. Em outro estudo realizado em 112 doadores de tecido, identificou-se
91,1% de casos positivos de IgG-CMV (VERONESI; FOCACCIA, 2005).

Em pacientes imunocompetentes com infecgdes por CMV, a segunda regido mais
afetada € o sistema nervoso central (14%), sendo os sintomas: febre, calafrios, fadiga, mialgia,
dorméncia motora (fraqueza localizada, paraplegia), anormalidades sensoriais (parestesia,
disestesia), alteracdo do nivel de consciéncia, neurose unilateral e bilateral, retencdo urinaria
(RAFAILIDIS et al., 2008). DNA de CMV pode ser detectado no LCR de 60% das criancas
com infec¢des congénitas sintomaticas pelo CMV

2.4.4 Diagnostico

Conforme descreve Junqueira, Sancho e Santos (2008) no seu artigo de revisdo, ha
varios métodos para a detec¢do do CMV. Sendo o isolamento viral em cultura de fibroblastos
humanos considerado o método convencional, extraindo para o resultado de trés a cinco dias.
Na imunofluorescéncia indireta (IFI) o resultado demora 24, 48 ou 72 horas.

A PCR detecta 0 DNA viral, método que pode ser utilizado para urina ou outras
amostras. E uma técnica rapida (menos de 6 horas) e de alta sensibilidade, sendo baseada na
amplificacdo seletiva de sequéncias especificas de acido nucléico (DEMMLER et al., 1988).

O método de ELISA (Enzime Linked Immuno Sorbent Assay) apresenta sensibilidade
de 100% e especificidade de 86%, além de detectar anticorpo no sangue (DHIMINGER,;
BADER; EGGERS, 1999).

2.5 Virus Epstein Barr
2.5.1 Etiopatogenia

Trata-se de um virus membro da familia Herpes, que foi descoberto em 1964, por um
estudo de microscopia, de cultura de células obtidas de linfoma de Burkitt. Quatro anos apos,
em 1968, demonstrou-se que o EBV era o agente etiolégico da mononucleose infecciosa
(SILVA & ZUCOLOTO, 2003).

O genoma do EBV consiste em uma molécula de DNA linear, de 172 quilobases, que
codifica, aproximadamente, 100 proteinas virais. Durante a replicacdo viral, essas proteinas

sdo importantes para a regulacdo da expressdo dos genes virais, para a replicagdo do DNA
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viral, a fim de formar a estrutura de componentes estruturais do virion e para modular a
resposta imune do hospedeiro (SILVA & ZUCOLOTO, 2003).

Mais de 50% dos pacientes com mononucleose infecciosa apresentam febre,
linfadenopatia e faringite. Menos de 10% apresentam esplenomegalia, petéquias no palato e
hepatomegalia. Normalmente a doenca é autolimitada. Raramente, prolonga-se por mais de
seis meses, quando passa a ser denominada infecgéo cronica, ativa, pelo EBV.

A infeccdo de humanos pelo EBV, usualmente, ocorre pelo contato com secregdes
orais. O virus se replica nas células da orofaringe e, praticamente em todos 0s pacientes que
apresentam sorologia positiva, pode-se detectar o virus na saliva.

O virus infecta o epitélio da orofaringe e o tecido linféide, infectando os linfdcitos B,
maduros, de memoria, induzindo a proliferacdo desses tipos de células, bem como o0s
linfocitos T e as células NK. Apos esta fase, 0 agente se propaga pela corrente sanguinea
acometendo os linfécitos circulantes (HUTT-FLETCHER, 2007).

Desta proliferacdo de células infectadas, resulta em aumento do tecido linféide em
outras regifes (6rgdos). Os titulos de imunoglobulinas M (IgM) produzidas pelas células
infectadas se elevam. O agente viral pode também determinar a diferenciacdo de linfocitos B
em plasmacitos e promover grande producdo de anticorpos. Esta sequéncia de eventos leva a
transformacdo da célula B, sendo uma caracteristica da infeccdo dessa populacdo celular
(SCHOOLEY, 2009).

O virus estabelece dois tipos simultaneos de interacdo: ha infeccdo litica e
imortalizacdo dos linfocitos B; a seguir ha infeccdo lisogénica dos linfécitos B, com producéo
de novos virus e disseminacdo para outros individuos através da saliva (HURT; TAMMARO,
2007).

A imunidade celular é mais importante que a resposta humoral no controle da
infeccdo desencadeada pelo EVB. Se a imunidade mediada pelas células T for comprometida,
as celulas B infectadas pelo EVB podem comegar a proliferar. O EBV é oncogénico em
pacientes com imunodeficiéncia primaria ou secundaria. A principal caracteristica patologica
da MI é a notavel resposta proliferativa no ambito do sistema mononuclear fagocitario,
especialmente nos linfonodos. A espécie humana pode apresentar ao longo da infeccdo: uma
resposta celular satisfatoria com resolucdo da entidade nosoldgica; uma resposta celular
insatisfatoria, evoluindo para a doenca linfoproliferativa; ou ndo apresentar resposta e

desenvolver mononucleose infecciosa fulminante.
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2.5.2 Epidemiologia

O virus Epstein Barr, tal como ocorre com os demais herpes virus, ndo é eliminado
do organismo, mantendo-o latente, mesmo quando da resolucdo da doenca. Tem-se dois
sorotipos de virus, o EBV-1 e o EBV-2, cuja diferenga entre eles determinam causas
expressivas de diferencas no crescimento dos linfécitos. O EBV foi descrito como agente
etiolégico de MI em 1964, em criancas na Africa Central. Em 1968, a associagdo entre a
infeccdo pelo EBV e a Ml foi claramente estabelecida (HURT-FLETCHER, 2007).

Na infeccdo priméria pelo EBV, este infecta e se multiplica nos linfocitos B,
enquanto os linfocitos T citotoxicos especificos sdo desenvolvidos e regulam a proliferacdo
dos infectados. Isto determina porque a infeccdo pelo EBV, usualmente, seja assintomatica. A
MI é incomum em individuos com idade superior a 30 anos (FIGUEIREDO, 2009).

A replicacgdo viral priméria é no epitélio da orofaringe, levando & infeccéo do agente
etiolégico com a liberacdo de grande quantidade de particulas virais. O EBV tem outros
mecanismos de entrada como pelos linfdcitos, as células da mucosa gastrica, as células
musculares lisas, entre outras formas, que estejam em contato direto com as células B
(GROSS, 2009).

A transmissao ocorre por via oral-oral, através do contato intimo com a saliva de um
hospedeiro infectado, sendo a porta de entrada do EBV a orofaringe. O EBV pode ser
sexualmente transmissivel, bem como pela transfusdo sanguinea e pelo transplante de medula
6ssea (SUCHMACHER; GELLER, 2005).

O EBV infecta mais de 90% da populacdo mundial. A taxa de endemicidade para o
virus EBV varia conforme a regido geogréafica, sendo extremamente elevada no Norte da
Africa (Argélia e Tunisia) e extremamente baixa no norte da Europa (Dinamarca e Holanda).

O Brasil é considerado um pais de endemicidade intermediaria entre aquelas duas
regides. A infeccdo ocorre com maior frequéncia na fase pueril sendo assintomaética. Na
maioria dos casos, persiste de forma latente durante toda a vida do individuo. Nos paises
industrializados, a infec¢do priméria, muitas vezes, ocorre na adolescéncia ou na fase adulta,
causando uma doenca linfoproliferativa, denominada mononucleose infecciosa (SILVA &
ZUCOLOTO, 2003). A causa mais frequente da sindrome de mononucleose, cerca de 90%
dos casos, é a infecgdo priméria pelo EBV (HURT; TAMMARO, 2007).

A prevaléncia da infecgdo pelo EBV varia de 20 a 80% em individuos de dois a trés
anos. Em paises industrializados, ¢ mais comum a infeccdo primaria ocorrer na adolescéncia.

Complicagdes neurologicas ocorrem em cerca de 5% dos pacientes (JUNKER, 2005).
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A incidéncia de desenvolvimento neurolégico em pacientes hospitalizados devido a
complicagdes de infeccdo primaria pelo EBV, tem sido relatada de 5,5% a 18% nesses
individuos (SILVERSTEIN; STEINBERG; NATHANSON, 1972).

Conforme Juel-Jensen (1987), a mortalidade do paciente por EBV passou a chegar a

33% e aqueles que sobrevivem passam a ser afetados a longo prazo.

2.5.3 Manifestacdes clinicas

Os sintomas neuroldgicos diversos tém sido atribuidos a invasdo viral direta,
complexas e imunes a reacdes inflamatorias (CONNELLY; DEWITT, 1994).

O EBV pode causar meningite linfocita, encefalite, mielite e neurite (KAJI, SHOJI,
1995; TSELIS et al., 1997; LANDGREW, 1994; GILDEN et al., 2007)

Antinori (1999) realizou PCR para detec;do de DNA de EBV em pacientes
infectados com HIV e com lesGes cerebrais faciais. Entre os pacientes, 42% apresentaram
linfoma primario no SNC relacionados a AIDS e 58% transtornos nao tumorais. O PCR foi
positivo em 84,6% dos pacientes com linfoma primario no SNC e foi negativo em todos os
pacientes ndo neoplasicos.

Antes da entrada do virus no linfécito B, a principal glicoproteina do envelope viral
FP350 se liga ao receptor viral, a molécula CD21 — receptora complementar C3D
(SCHLEISS, 2009).

Identificaram a proteina da membrana CR2 de linfécitos B humanas como sendo a
receptora de entrada do EBV nessas células, utilizando anticorpos mononucleares.

Essa interagdo receptor-ligante tem implicacbes para o tropismo da doenca no
hospedeiro humano, uma vez que os principais locais onde o receptor CD2 se expressa Sdo no
epitélio da faringe e na superficie das células B. Infec¢bes das células epiteliais pelo EBV in
vivo resultam em replicagdo ativa, com produgdo do virus e lise das células. Em contraste,
infeccdo de celulas B pelo EBV in vivo resulta em infeccdo latente com imortalizagdo das
células. In vivo, O EBV permanece latente em células B. A replicagdo viral é atividade

espontanea apenas em uma pequena porcentagem dessas células (SCHLEISS, 2009).

2.5.4 Diagnostico

De acordo com Gross (2009), a reagdo em cadeia da polimerase PCR quantitativa
tem sido utilizada para o diagnéstico e o prognostico das condi¢cbes morbidas relacionadas
com a EBV. A deteccdo do DNA do virus no sangue periférico ou no soro evidencia se 0
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doente infectou-se pelo EBV. Porém, na interpretacdo dos resultados qualitativos de EBV, o
DNA PCR ou carga viral apresentam alteracOes, especialmente 0s pacientes com
imunodeficiéncia, apresentando maiores quantidades de DNA do EBV do que individuos
imunocompetentes com infeccdo latente. A melhor forma de diagnostico é a bidpsia de
tecidos e a hibridizagdo in situ.

A diversidade de condic¢des que simulam mononucleose é ampla, devendo ser feito o
diagnostico diferencial entre causas infecciosas e ndo infecciosas. O atendimento deve ser
precedido de cuidadosa anamnese com historia pregressa, familiar, contato com animais ou
com qualquer pessoa doente. O exame fisico complementa o raciocinio clinico, embora quase
sempre se encontre apenas achados inespecificos, mas que orientardo a solicitacdo dos exames
complementares (laboratoriais). A causa mais frequente de sindrome de mononucleose é a
infeccdo primaria pelo EBV, que atinge cerca de 90% dos casos (HURT; TAMMARO, 2007).
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3 METODOLOGIA

O projeto deste estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Universidade Federal do Amazonas (UFAM) com CAAE n 0357.0.115.000.10 em 15 de
setembro de 2010.

Trata-se de um estudo de caso-controle, para verificar a presenca do genoma dos
virus Epstein Bar (EBV) e Citomegalovirus (CMV) em pacientes com diagnéstico de

tuberculose em sua forma pulmonar.

3.1 Populacéo do estudo

Foram acompanhados 68 (sessenta e 0ito) pacientes sequenciais com diagnostico
positivo de tuberculose e 56 (cinquenta e seis) contactantes do Centro de Referéncia de
Tuberculose Cardoso Fontes.

Estes dados foram coletados no periodo de junho de 2011 a junho de 2013, sendo,
portanto, o tamanho amostral de conveniéncia.

Trata-se de um estudo transversal de caso e controles, sendo o desenlace acontecido
na ocorréncia de tuberculose pulmonar; e o fator de risco prévio investigado a coinfec¢do
viral por EBV e CMV.

Os pacientes que atendiam aos protocolos definidos foram entrevistados, avaliados e
acompanhados. Além disso, foram preenchidos formulérios e prontuérios que serviram como
base ao trabalho de pesquisa.

Os pacientes e 0s contatos tomaram conhecimento e concordaram com o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), aprovado pelo Comité de Etica da Universidade

Federal do Amazonas.



Figura 5 - Fluxograma clinico.
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3.1.1 Critérios de Inclusao

Pacientes com tuberculose pulmonar diagnosticados pela primeira vez, com
comprovacao bacterioldgica, antes de iniciar o tratamento; ambos 0s sexos com idade ente 18
e 36 anos.

Controles contactantes, coabitante ha mais de 6 meses em residéncia de paciente
recém-diagnosticado bacteriologicamente com tuberculose pulmonar; pareados por idade e

sexo com 0s casos de tuberculose.

3.1.2 Critérios de Excluséo

Foram utilizados como critérios de exclusdo nos pacientes e controles:

e Soropositivo para HIV;

e Imunossupressao farmacologica (corticoides, citotoxicos e bioldgicos) gestantes;

e Transplantados;

e Doencas cronicas debilitantes (cancer avancado, uremia em dialise, cirrose
hepatica, etc);

e Autoimunidade sistémica (lapus eritematoso sistémico, dermatomiosite e

esclerodermia) com doenca ativa ou néo.

3.2 Exames laboratoriais

Foi analisada a carga viral dos casos de tuberculose comparada a contatos sadios.
Averiguou-se, também, dentro do grupo de casos de tuberculose, no subgrupo de baixa carga
viral (quanto percentual inferior) comparado ao subgrupo de alta carga viral quanto percentual

superior.

3.2.1 Material Biologico

Foram coletados 5 mL de sangue periférico em tubo contendo anti-coagulante EDTA
(&cido etileno de amino tetra-acético) dos pacientes, dos contactantes e dos controles. As
amostras foram encaminhadas ao Laboratorio de Biologia Molecular do Instituto Le6nidas e
Maria Deane Fiocruz Amazoénia, onde se realizou a extracdo de DNA e ELISA e a reagdo em

cadeia da polimerase em tempo real.
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3.2.2 Extracdo do DNA

A extracdo do DNA foi realizada com utilizacdo do kit QlIAamp DNA Blood Mini Kit
(Qiagen), de acordo com as instrucdes do fabricante. O DNA extraido, livre de inibidores,
contaminantes, proteinas e nucleases, foi diluido em 100uL de tampdo AE para uso direto e

armazenagem a -80°C até 0 momento de uso.

3.2.3 Desenho e elaboragdo de oligonucletideos iniciadores

As sequéncias de iniciadores, sondas e plasmideos utilizados no presente estudo
foram elaboradas pelo Professor Dr. Felipe Gomes Naveca, do Laboratério de Biologia
Molecular do Instituto Lednidas e Maria Deane — FIOCRUZ/Amaz6nia, com base ao banco
de dados do GenBank. Essas sequéncias foram posteriormente alinhadas pelo algoritmo
MUSCLE implementado no programa Geneious versdo 6.05. Contudo, regides conservadas
foram selecionadas como alvo para elaboracdo das sequéncias de iniciadores e sonda.

Apds a determinacdo das sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores, analises
complementares foram realizadas para determinar possivel amplificacdo ndo-especifica com

auxilio da ferramenta Primer-Blast com a colaboragdo do Msc.George Villa Rouco.

Figura 6 - Amplificacdo viral na concepgdo do plasmideo e de 3 Actina.
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Esta tecnologia foi utilizada para amplificacéo viral na concepcao de plasmideo e de
[-actina com os segmentos de DNA dos virus EBV e CMV, para ser aplicada especificamente

neste projeto.

3.2.4 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) - Tempo Real

Apos a obtencdo do DNA, o mesmo foi amplificado pela técnica de Reagcdo em
Cadeia da Polimerase em Tempo Real. Os oligonucletideos iniciadores e a sonda utilizados na

reacao estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1 - Caracteristicas dos primers e sondas utilizados em PCR em tempo real.

Frimer/Frobe Sequence (5 - 3) Faositions Gene Fragment (pb}
HCMV_FMNS CGTGTCGCCGOGCTAT 2155481569 .
HCMY_FMNAS COGAAGAALCGCAACACGTT g1510-81529  ULS4 80
HCMY_FMP VIC-TCAGCATCTGGTGGCTT £1535-81551
EBV_FMS CCEGAGACAACALATTITAACATCA  T919879175 i
EBV_FNAS CGCCGCTEGGAACATG 79139-79154 BLLF1 &0
EBV_FHMP FAM-CTGCAGTG GATACGAGAS 7917379156
B-A ctin_FMS TGEATCAGCAA GCAGGAGTATG 77927813 . .
B ctin_ FHAS GCATTTGCGGTEGACGAT 7531-7g4g Actin-beta 57
B4 ctin_FMF MED-CGAGTCCGGECOCCT 72157828

Disponivel em: http/www.ncbi.nlm nih gov/tools/primers-blos.

Regides conservadas foram escolhidas para o alvo da reacdo da PCR e
posteriormente, por meio da ferramenta de busca Primer-Blast'. As sequéncias foram
comparadas as sequéncias nucleotidicas de outros organismos a fim de comprovar que 0s
primers e a sonda sdo especificos para os respectivos virus, e, ndo sdao complementares a
outros alvos, assegurando a especificidade da reacao.

As reacOes em cadeia da polimerase em tempo real foram realizadas com a utilizacao
do mix TagMan® Fast Advanced Master Mix (Applied Biosystems, catalogo: 4444556) de
acordo com as instrucdes do fabricante. Para maior confiabilidade dos resultados o ensaio foi
conduzido com aplicacdo em duplicata das amostras testadas, sendo aplicado no mesmo
ensaio controles positivos e negativos. Para a reagdo foi montado um mix de volume final de
18uL, contendo a 300 nM primers, 100 nM sonda e 10 pL do mix g°PCR Tagman Advanced
Multiplex.

A reacdo foi realizada em termociclador Step One Plus (Applied Biosystem) com o

seguinte programa: uma primeira etapa a 50°C por 2 minutos para ativagdo da enzima e 95°C

! Disponivel em: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast.
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por 20 segundos para desnaturacdo das fitas, seguido de 40 ciclos a 95°C por 1 segundo e
60°C por 20 segundos para hibridizacéo dos iniciadores e detec¢do da amplificacéo.

A quantificacdo do DNA alvo foi realizada com utilizacdo de uma curva padrdo com
diluicdo do controle padrdo em base 10, com alcance de 2 a 2 x 10® cépias por reacdo, em
determinar o limite minimo e méximo de detec¢do da reacdo, assim como a linearidade da
reacdo. Assim, todos os alvos apresentaram limite de deteccdo de 2 cdpias por reacdo,

considerando um ensaio altamente sensivel e especifico.

Figura 7 - Ciclo curva padrao.
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Figura 8 - Curva padréo para Actina . A amplificagdo de dilui¢cdes em série de 10 vezes varia de 2 a

2x10° copias em triplicado. Regressdo linear foi utilizada para calcular a eficiéncia da PCR Actina-

beta como 99,47% [Slope: -3,33; R2: 0,995], EBV como 99,82% [Slope: -3.26; R*: 0.999] e HCMV
como 99.15% [Slope: -3.34; R*: 0.997].
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3.2.5 Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

Os niveis de anticorpos IgG antigenos especificos para os virus CMV e EBV foram
quantificados por ELISA direto utilizando kit comercial (Kit Serion Elisa Classic) seguindo as
recomendacdes do fabricante.

Inicialmente, microplacas com 96 pocos sensibilizadas com antigenos virais foram
adicionadas a 100 uL de soros das amostras diluidas 1/100, seguida de incubagdo a 37°C por 1
hora. Apds incubacdo foram realizadas trés etapas de lavagens com utilizagdo do tampdo de
lavagem fornecido pelo kit. Em seguida foram adicionadas 100 uL de anticorpos conjugados
com enzima e incubadas a 37°C por 30 minutos. A revelacdo do resultado foi realizada com
adicdo da solucdo de substrato e leitura realizada em leitor de placas de ELISA em

comprimentos de ondas a 405 nm.

3.2.6 Analise estatistica

Mediu-se a carga viral do EBV e CMV em ambos os grupos. A variavel-desfecho,
portanto, é dicotdmica: ter tuberculose (grupo caso) ou ndo ter tuberculose (mesmo sendo
exposto — grupo controle de contactantes). A varidvel preditora priméaria é a presenca de
infecdo latente pelo EBV, que foi avaliada pela presenca de anticorpos IgG anti-EBV
(sorologia) e 0 numero de cépias do virus Epstein-Barr.

Foram considerados secundariamente como variavel preditora os outros virus (CMV
e EBV). A significancia estatistica foi aferida pelo teste t com uma variavel dicotdmica (ter
tuberculose / ndo-ter tuberculose) versus a média de uma variavel continua (carga viral do
EBV). Foi calculado a razéo de chance (odds ratio) de ter tuberculose havendo infeccéo
latente pelo EBV.

Os dados foram organizados em planilhas eletrdnicas Microsoft Excel e o software
utilizado para as analises foi o SPSS na sua versdo 16, com varios pacotes. O nivel de
significancia utilizado foi de 5%.

O teste estatistico utilizado para verificar associacéo significativa, foi o Teste Exato
de Fisher Generalizado (AGRESTI, 1990) no caso de cruzamento entre variaveis categoricas.
No caso de variavel categorica e numérica utilizou-se o teste de Mann-Whitney.

Conceituacdo dos testes empregados nas analises segundo Agresti (1990):

— Teste Exato de Fisher Generalizados para tabelas r x c.
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Esse teste foi inicialmente proposto para tabelas 2 x 2. E um teste baseado em
uma distribuicdo exata, em vez de uma aproximacdo da distribuicdo de Qui-Quadrado
utilizado nos testes de Qui-Quadrado de Pearson e o da razdo de verossimilhanca.

O teste Exato de Fisher é Gtil quando valores esperados nas células sdo baixos e a
aproximacéo de qui-quadrado ndo € boa. A ideia basica do teste é testar se existe associacdo
entre varidveis categoricas, no entanto, agora usando probabilidade exata e generalizada para
tabelas de tamanhos maior ou igual a 2 x 2.

— Teste de Mann-Whitney

Esse teste consiste na classificacdo de duas amostras, utilizando-o para a
igualdade de duas medianas populacionais.

Um pressuposto para o teste de Mann-Whitney é que todos os dados sdo
independentes de amostras de duas populacfes que tenham a mesma forma, cujas variagoes
sdo iguais e que pertencem a uma escala no minimo ordinal. A ideia basica é comparar duas
populacgdes se sdo distintas ou ndo. No campo paramétrico, o seu equivalente € o teste T para

amostras independentes.
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4 RESULTADOS

4.1 Dados demograéficos de pacientes e contatos

Neste estudo participaram 68 pacientes com diagndstico de tuberculose com média
de idade de 26 anos para 0s pacientes e 38 anos para 0s contatos. Quanto ao sexo dos
pacientes com TB, 47,1% s&o do sexo feminino e 52,9% do sexo masculino; dos contatos
75% s&o do sexo feminino e 25% do sexo masculino.

A procedéncia é de Manaus em 98,5% dos pacientes de TB e 98,4% dos contatos. A
escolaridade dos pacientes € de 64,7% do Ensino Fundamental e 27,9% do Ensino Medio; dos

contatos, 62,5% sdo do Ensino Fundamental e 23,2% do Ensino Médio.

Tabela 2 - Caracteristicas demograficas de casos e contatos.

Idade Sexo Procedéncia Escolaridade
Grupo ; - Ensino
Mediana (11Q) Feminino  Masculino Coari Manaus Analfabeto Funl?asgeontal ﬂg&?g Superio
r
nfggo&) 26(237-303) 32(47,1)  36(529) 1(15) 67(985)  1(L5) 44 (64,7) 19(27,9)  4(5,9)
nczog‘éa(t;)) 38(202-491) 42(750) 14(250) 1(L8) 55(%82) 8 (143) 35(625)  13(232)
Total 122
n=124 (0 324(262-494) TAET)  50(403)  2(L6) g5 9(7,3) 79 (63,7) 32(258) 4(3.2)
p-valor <0,001* 0,0010** 0,4166** 0,0421**

Fonte: Autor (dados da pesquisa).

A sorologia pelo método Elisa EBV e CMV foi positivo em 68 pacientes (100%).
Na analise viral dos contatos do Elisa EBV, detectou-se a positividade em 56 contatos
(100%). No Elisa CMV a positividade esteve presente em 100% dos pacientes e 96,4% dos

contatos.

Tabela 3 - Desenlace Primério - Sorologia.

Grupo Total
Variaveis Caso Contato n =124 (%) p-valor
n =68 (%) n =56 (%)
ELISA_EBV_Categorica 0,5323**
Positivo 68 (0) 56 (0) 124 (0)
Negativo 0 (100) 0 (100) 0 (100)
ELISA_CMV_Categorica 0,4117**
Positivo 68 (100) 54 (96,4) 122 (98,4)
Negativo 0 (0) 2 (3,6) 2 (1,6)

Fonte: Autor (dados da pesquisa).
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Ao utilizar o método PCR no plasma dos pacientes com tuberculose, identificou-se a
presenca do genoma do virus EBV em 7 pacientes (10,3%), sendo que os genomas do virus
CMV néo foram encontrados.

Nos contatos, utilizando o PCR no plasma, o genoma do virus CMV nao foi
encontrado. O do EBV foi encontrado em 9 contatos (16,1%).

A PCR B Actina no sangue funcionou em 56 contatos (100%) e em 68 pacientes

(100%).

Tabela 4 - Presenca de DNA Viral.

Grupo Total
Variaveis Caso Contato n =124 (%) p-valor
n =68 (%) n =56 (%)

EBV 0,2331**
Genoma + 7 (10,3) 9 (16,1) 16 (12,9)
Genoma - 61 (89,7) 47 (83,9) 108 (87,1)

CMV 0,2979**
Genoma + 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Genoma - 68 (100) 56 (100) 124 (100)

Fonte: Autor (dados da pesquisa)

Tabela 5 - Quantificagdo de DNA do virus EVB.

Caso Contato p — valor
n=7) n=9)
32,3 33,0 0,378**

Fonte: Autor (dados da pesquisa)
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5 DISCUSSAO

O presente trabalho parte de uma hipdtese desenvolvida por Erik Barton e
colaboradores, com a tentativa de explicar a alta prevaléncia dos virus da familia herpeviridea
na espécie humana. De fato, esses virus estdo presentes em quase 100% da populacdo adulta
do planeta, sobretudo o EBV e 0 CMV. A quase totalidade dessas pessoas ndo apresenta
morbidade decorrente da presenca e laténcia viral. Fica a pergunta: por que duas espécies se
associam mutuamente de forma perene, constante e com alta prevaléncia? Nao é por acaso, a
luz das teorias de Darwin e Dobzhansky (VARKI, 2012). Deve haver uma explicacdo para
esta associacao.

Provavelmente ha uma vantagem evolutiva matua configurando uma coevolugéo,
uma espécie se adaptando a outra através dos milénios, auferindo beneficios sem prejudicar a
parceira. A hipotese de Barton é que os virus herpes promovam um reforgo ao sistema imune
sem prejuizo para o hospedeiro humano. Com isso haveria maior capacidade defensiva contra
patdgenos em geral, e, o ser humano, albergaria os virus e garantiria sua transmissdo e
perpetuacdo eficaz.

A localizagdo dos virus herpes é estratégica para esse fim: EBV fica latente em
linfocitos B, representando um booster sisttmico; CMV em epitélios, representando um
booster em mucosas e portas de entrada dos patdgenos usuais; HSV em tecido urogenital,
outra porta de entrada importante; varicela zoster em territorio neural.

Estudos em modelos animais demonstram claramente que o estado de laténcia ndo é
dorméncia, pois o0 virus entra em fases liticas ciclicamente com baixas viremias. Talvez os
gatilhos para tais reativaces do herpes sejam estimulos naturais, como infeccOes
intercorrentes (sistémicas e mucosas), exposicao solar e estresse. Tais pequenas viremias sao
contidas por forca do préprio sistema imune, que produz citocinas como o interferon-gama
para conter o herpesvirus, mas que agird como um refor¢o imune em inespecifico em células
vizinhas (by-stander cells), numa agdo paracrina.

Modelos animais demonstram a sobrevivéncia de camundongos infectados por
citomegalovirus murino quando expostos a bactérias extracelulares (Yersinia pestis) e
intracelulares (Listeria monocitogenes), enquanto controles ndo infectados morrem
(BARTON; WHITE; BERD, 2012).

Entretanto, evidéncias na espécie humana sdo parcas e frageis, usando desenlaces

intermediarios, como expansdo linfocitica e producdo de citocinas face a patdgenos
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espontaneos (SANDALOVA, 2010). A evidéncia definitiva consistiria na comprovagéo de
protecdo real face a uma infeccdo natural bem definida.

A contribuicdo no combate a tuberculose e a preocupacdo de que é importante
pesquisar e conhecer fatores envolvidos na transmissdo do patdgeno e na susceptibilidade do
hospedeiro. A reacdo imune engendrada contra a micobactéria é componente essencial no
equilibrio entre resisténcia e susceptibilidade.

Os fatores genéticos e ambientais sdo fundamentais na modulacéo da resposta imune
e no desenlace clinico da doenca, incluindo-se o estado nutricional, condicGes
socioecondmicas, comorbidade, uso de medicamentos imunossupressores e a coinfec¢do por
patdgenos, que tendem a diminuir a resposta imune do hospedeiro.

Destaca-se 0 caso do virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), que fez a
tuberculose reemergir como sério agravo mundial a saide publica.

Os virus Epstein-Barr (EBV), o Citomegalovirus (CMV) sdo da familia
Parvoviridae. Sao virus que estabelecem laténcia prolongada no organismo, com persisténcia
perene apds a aquisi¢do inicial, provocando efeitos imprevisiveis no sistema imune do
hospedeiro, seja por diminuir a resposta ou por favorecer infeccéo e cancer, além de precipitar
quadros de autoimunidade.

Poucos sdo os estudos e pesquisas da coinfeccdo por estes virus na tuberculose
humana, sobretudo com ferramentas atuais, como o PCR em tempo real, que permite
verificar, além da presenca do genoma, a carga viral imediata e correlacionar com dados
epidemioldgicos.

Milhares de mortes no mundo tém como causa as infec¢des virais. O HIV (virus da
imunodeficiéncia humana) é, atualmente, a segunda maior causa de morte, responsavel por
4,9% das mortes no mundo no ano de 2004 e pelo menos 13.320 mortes no Brasil no mesmo
ano (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2004).

O virus, ao infetar seus hospedeiros, utilizam, na grande maioria, as mucosas,
principalmente pelas vias aéreas, pelo trato gastrointestinal e pelo trato urogenital, onde
células de Langherans capturam o agente invasor, iniciando a resposta imune nos linfomados
periféricos, estimulando a resposta imune inata (TANG et al., 1999).

Devido a alta taxa de replicacdo e/ou mutacdo, 0s virus conseguem ultrapassar
resposta imune inata, levando a ativagdo da resposta antigena especifica. O mecanismo de
defesa mais ativo contra a infegdo viral é a média dos linfécitos TCD8+ especificos. Estes

reconhecem a célula infectada e através da apostose é eliminada. Outra propriedade desta



60

célula na infeccéo viral é a producéo de IFN-%, que reduz diretamente a replicacio de certos

virus, como 0 LCMV e o0 HBV (VAN DOMMELEN et al., 2006; VIDAL; LANIER, 2006).

Nesse estudo, procurou-se verificar se a coinfeccdo viral influencia o aparecimento
da tuberculose pulmonar, assim como também a presenca de genomas dos virus EBV e CMV
em pacientes com tuberculose, comparando-o0s aos contactantes.

Utilizou-se, para isto, o Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) e a Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) — Tempo real, para a identificacdo e a quantificacdo do virus. A
amplificacdo viral na concepcao de plasmideo e de B actina com os segmentos de DNA dos
virus EBV e CMV.

Ao ser utilizado o Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) nos pacientes, detectou-se alta
prevaléncia do virus EBV e CMV ambos atingindo 100% dos pacientes.

Nos contatos, identificou-se soroprevaléncia alta, sendo que o virus EBV atingiu
100% dos pacientes e o virus CMV atingiu 96,4% dos pacientes.

Verificou-se uma grande prevaléncia do virus EBV na populacdo estudada,
contribuindo, assim, com dado epidemioldgico deste virus na cidade de Manaus.

Ao se utilizar a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), foi identificada a presenca
do virus EBV em 10,3% dos pacientes e atingiu 16,1% nos contatos. N&o foi identificado o
genoma do virus CMV em nenhum paciente de tuberculose ou em seus contatos.

Os anticorpos especificos induzidos pelo EBV podem ser demonstrados por
imunoflorescéncia ou ensaio enzimatico (ELISA). Os titulos de anticorpos IgM e IgG
mostraram-se elevados e foi utilizado para avaliar exposicdo prévia ao EBV (LEACH;
SUMAYA, 2004; HURT e TAMMARO, 2007; GULLEY, 2008; JAWETZ et al., 2009).

O uso de técnicas de biologia molecular, como a reacdo em cadeia da Polimerase
PCR, tem sido utilizado. Ela fornece uma boa evidéncia de que o doente tenha sido infectado
pelo EBV.

A quantificacdo do PCR em tempo real para o EBV ¢é considerada uma técnica eficaz
para monitorar a terapia antiviral, pois apresentaram significativos titulos virais comparados
com individuos portadores de infeccdo latente (JEBBINK et al., 2005).

O virus Epstein Barr (EBV) pertence a familia Herpesviridae, subfamilia Gama
Herpes Virinae. Este € o Unico que tem particularidade em infectar humanos (GRATAMO &
EMBERG, 1995). E o agente etiolégico da mononucleose infecciosa, doenca

linfoproliferativa de evolucéo aguda.
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Foi descrita pela primeira vez em 1950 como linfoma em regides da Africa,
acometendo principalmente criangas (BURKITT et al., 2004).

Os primeiros estudos soroepidemiolédgicos foram realizados por Henle & Henle
(1967), utilizando a imunoflorescéncia indireta — IFI (CANDEIAS & PEREIRA, 1970;
WOLF et al., 1984). Os mesmos autores, em 1968, descreveram a associacdo do virus a
mononucleose infecciosa, sendo confirmado depois por outros autores.

A transmissdo do EBV ocorre geralmente pelo contato direto com as secrecdes de
orofaringe ou indiretamente por manipulacdo de objetos pessoais contaminados pelo agente
viral (RICKINSON & KEIFF, 2007).

De acordo com Ambinder, Freedman e Connor (2012), o virus Epstein Bar (EBV) ou
herpesvirus humano tipo 4 infecta a maioria dos individuos antes da idade adulta e se
apresenta sem sintomas e 0s anticorpos estdo presentes em todos os grupos de populacdo e
cerca de 90 a 95% dos adultos s&o soropositivos.

Em estudo de revisdo realizado, destacou-se que a soropositividade mundial de
pessoas que entraram em contato com EBV e de cerca de 90 a 95%; porém a presenca de
DNA do virus ndo foi identificada em pacientes com doenca de Hodgkin, destacando que o
virus representa um fator de risco, associado a imunidade e outras condi¢des do paciente.

Sousa et al. (2011), ao realizar pesquisa em individuos doadores de sangue
saudaveis, identificou a presenca de DNA de EBV em 39,7% em homens e 33,2% em
mulheres; quanto a idade, identificaram a frequéncia maior em individuos com mais de 56
anos; revelando frequéncia elevada com caracteristicas diferentes em relacdo a género e idade.

A EBYV infecta mais de 90% da populacdo mundial. A taxa de endemicidade varia
conforme a regido geografica. O norte da Africa é considerado uma regido com elevado
numero de casos, enguanto que o norte da Europa é considerado uma regidao com baixo nivel
de endemicidade. Dinamarca, Holanda e Brasil sdo considerados regides com endemicidade
intermediaria (CRAWFORD, 2001).

Estudos realizados em paises em desenvolvimento de clinica tropical demonstraram
prevaléncia em criancas em idade pré-escolar perto de 100% em Uganda (KAFUKO et al.,
1972), indice registrado também no Quénia (HENLE & HENLE, 1967).

Em estudo realizado por Leght & Sugden (2000), identificou-se a proteina EBNA®,
que media o inicio da sintese do DNA viral responsavel pela segregacdo e manutencdo do
DNA viral.
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Em estudo realizado em doadores de sangue e individuos com AIDS na cidade de
Sao Paulo, o virus Epstein Baar (VCA — IgG) foi encontrado em quase a totalidade dos
voluntarios saudaveis e em todos os pacientes com AIDS (em 68 pacientes, de 70),
comportamento de acordo com o0s estudos publicados e conhecidos mundialmente
(KUSCHNAROFF; BERROCAL et al., 2007).

Babcock (1996) afirmou que os locais de persisténcia do EBV nos individuos, sejam
as células B latentes de memoria e o numero de células infectadas € de uma a cinquenta
células B a por milhdes, que permanecem por anos.

A proteina do antigeno nuclear do EBV (EBNA?) liga-se a0 DNA viral, fazendo com
que o genoma viral permaneca na célula infectada, mantendo a infeccdo latente pelo EBV
(YATES et al., 1984).

O individuo torna-se portador do virus por toda a vida, apds a infecgdo,
permanecendo o EBV de forma latente nas células B de memoria (GRYWALSKA et al.,
2013; THOMPSON & KURZROCK, 2004; YOUNG & MURRAY, 2003).

Young & Kickinson (2004) definem que algumas das células B infectadas sao
eliminadas pela resposta imune do hospedeiro através das células T citotdxicas; outros tem a
capacidade de sobreviver pela regulacdo da expressdo de diferentes proteinas virais.

Em estudo de prevaléncia e aspectos clinicos da infeccdo congénita por
citomegalovirus realizado por Yamamoto (1999), a prevaléncia da infeccdo foi de 2,6%, e
95% das mées tinham IgG anti-CMV.

No Brasil, os estudos tém demonstrado uma prevaléncia de anticorpos 1gG para
CMV em gestantes na ordem de 66,5% e 92% (FIGUEIRO-FILHO et al., 2005).

A maior incidéncia estd em populacdes de baixo poder aquisitivo, que apresentam
condicdes favoraveis para a disseminacdo, como condi¢des inadequadas de moradia, de
higiene pessoal e habitat da populacdo (PARSLOW; STELES; TERR, 2004).

A infeccdo pelo CMV ocorre em praticamente todas as regides do mundo. Estudos
demonstram que as taxas de soroprevaléncia variam de 40 a 60% nos paises do hemisfério
norte, enquanto que na América Latina e Africa as taxas de soroprevaléncia sdo de 80 a 100%
(VERONESI et al., 2002).

Matos, Meyer e Lima (2011) ressaltam que o citomegalovirus (CMV) é um patdgeno
de alta prevaléncia na populacdo geral; possui varios mecanismos de escape do sistema
imunoldgico. Eles definem como um agente infeccioso muito importante entre individuos

imunossuprimidos.
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Taylor (2003) e Junqueira, Sancho e Santos (2008) estimam que a prevaléncia
mundial da infeccdo por CMV varia entre 40% a 100% nas diversas populacGes, porém a
prevaléncia do CMV varia com o grau de desenvolvimento do pais; nos paises de baixo nivel
de desenvolvimento, a incidéncia varia de 70 a 100%, enquanto que nos paises desenvolvidos,
0s niveis variam de 40 a 60%.

A sorologia é a técnica mais utilizada para a triagem populacional, sendo realizada
por imunoensaio enzimatico — ELISA (STAGNO et al., 1985).

A realizacdo de tecnicas de biologia molecular para a deteccdo de DNA do CMV,
como a Reagédo em cadeia da Polimerase em Tempo Real, permite a emissdo de resultado em
aproximadamente 6 horas (MADHAVEN, 2010).

Em estudo soroepidemioldgico utilizando o método ELISA, demonstrou-se uma
soropositividade de 78% no estado do Ceara, de 97% no estado do Rio de Janeiro e de 80%
no estado de S&o Paulo.

A soropositividade por faixa etaria foi observada por Almeida (2001), o qual
identificou que, de 18 a 24 anos, atingiu 67%, e acima de 50 anos a taxa atingiu 100%,
demonstrando que cresce com a exposi¢do e com a idade.

A infeccéo primaria por CMV é resultado da introducéo do virus em um hospedeiro
humano. O DNA do CMV, ap6s penetrar no citoplasma da célula hospedeira, entra no nicleo
e comeca o processo de replicacdo, tendo como consequéncia a liberacdo de novos virus no
sangue e em outras feridas corporais (JUNQUEIRA; SANCHO; SANTQOS, 2008).

A caracteristica peculiar € a capacidade de laténcia. Apés a infeccdo o virus ndo é
eliminado do organismo. Com a baixa do sistema imunoldgico, ela pode reativar, como no
caso da gestacdo, AIDS, uso de drogas imunossupressores (TRABULSI; ALTERTHUM,
2005; JUNQUEIRA; SANCHO; SANTOS, 2008).

A pesquisa de anticorpos da classe 1gG para EBV neste estudo condiz com a
literatura mundial. Nos pacientes de tuberculose se detectou alta prevaléncia, atingindo 68
pacientes (100%).

Verificou-se a presenca do genoma viral, identificado em 10,3% dos pacientes e em
16,1% dos contatos. Sendo assim, nos pacientes com tuberculose o achado foi de 100% de
laténcia, alta prevaléncia do virus EBV, com 10,3% de viremia.

Quanto ao virus CMV em pacientes com tuberculose, identificou-se 100% de
laténcia sem viremia e anticorpos de classe 1gG. Nos contatos, 0 virus esteve presente em
96,4% deles.
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Acredita-se que a baixa prevaléncia dos genomas virais deve corresponder a

realidade epidemioldgica da cidade de Manaus.
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6 CONCLUSOES

Neste estudo, foi possivel evidenciar:

1.

Confirmou-se que a epidemiologia do EBV e CMV em Manaus reproduz o padréo
internacional, com prevaléncia de quase 100% em adultos.

Os dados demonstram a presenca dos virus EBV e CMV em 100% dos casos.

Né&o foi identificada significancia importante na quantificacdo de DNA do virus
EBYV encontrado nos casos de tuberculose/contatos.

Os resultados encontrados mostraram que existe uma probabilidade de protecéo,
no entanto é necessario avaliar em nimero maior de portadores e ndo portadores
de tuberculose.

Verificou-se que a grande maioria dos contatos tinham virus, mas nao
desenvolveram TB, o que pode sugerir protecdo; no entanto, hd necessidade de
melhor avaliacdo.

Com os dados obtidos, tem-se suporte para desenhar um projeto de continuidade
com desenho mais adequado, incluindo faixa etaria com maior seronegatividade

para EBV e CMV e acompanhamento longitudinal.
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ANEXO A — Termo de Consentimento Livre e esclarecido
UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
PROJETO DE PESQUISA
“COINFECCAO VIRAL COM ELEMENTO IMUNOMODULATORIO NA

TUBERCULOSE PULMONAR E EXTRAPULMONAR”’

TERMO DE CONSENTIMIENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Pesquisador: Aurora del Carmen Rosell Soria
Instituicdo: Universidade Federal do Amazonas
Telefone: (92) 3638-2590

Patrocinador da pesquisa: FAPEAM/MS

Descricdo e Objetivo do Estudo:

Sabe-se que alguns virus podem alterar a capacidade do organismo em reagir as
infeccBes. E bem sabido que ap6s uma gripe é maior o risco de contrair uma pneumonia e que
0 virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV) esgota as defesas do corpo provocando diversas
infeccdes. Entretanto, ndo se sabe ao certo se outros virus comuns no ser humano sédo capazes
de alterar as defesas e causar infec¢des. Sao virus que vivem no organismo da maioria das
pessoas, sem sintomas aparentes, mas que podem interferir nas células de defesa (0 chamado
“‘sistema imunoldgico’’).

O virus Epstein Barr (EBV) e o citomegalovirus (CMV) sdo virus deste tipo. E importante
estudar se as pessoas portadoras destes virus tém maior risco de infec¢bes, como a
tuberculose. E importante estudar n&o sé se o virus esta presente, mas também a quantidade
de particulas virais presentes no corpo da pessoa. Assim, o presente trabalho visa procurar se
0s virus citados estdo presentes e em que quantidade no organismo de pessoas com
tuberculose e quantidade de virus em pessoas que tiveram contato com o bacilo da
tuberculose e ndo adoeceram (contactantes). Se a hipétese for comprovada através deste
estudo, estara entendido que os virus realmente interferem no sistema imunologico e
diminuem as defesas contra a tuberculose, o que trara melhor compreenséao da doenca e
melhores formas de tratamento.

Beneficios do Estudo para os pacientes:

De forma imediata haveria o beneficio de diagnosticar a virose no paciente, e, se
houver indicacdo, efetuar o tratamento. A longo prazo, caso se confirme a hipotese de um dos
virus ser fator associado a tuberculose, o beneficio seria geral, pois ter-se-ia uma compreenséo
otimizada dessas doencas e poder-se-ia ter formas novas e mais eficazes de tratamento.

Procedimentos e risco associados ao estudo:

O procedimento programado na pesquisa é apenas a coleta de uma amostra de sangue
da via do braco, com um tubo de vacuo de 20 ml. O risco, portanto, é praticamente nenhum,
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apenas o desconforto da picada. O material colhido sera utilizado exclusivamente para 0s
objetos do Projeto.

O Projeto de Pesquisa visa apenas o diagndstico de virus e as caracteristicas clinicas dos
pacientes, ndo havendo nenhuma intervencgéo experimental ou ensaio de tratamento. Caso haja
necessidade de tratamento do virus, a decisao e a escolha da medicacao ficardao a cargo da
equipe medica que atende regularmente o paciente.

Confidencialidade e sigilo:

Todo o manuseio do material bioldgico sera feito por codigos, sem identificacdo
nominal, preservando o sigilo e a confidencialidade. Quando publicados em comunicacfes
cientificas (revistas, congressos), os dados serdo apresentados na forma de nimeros coletivos
e sem identificacdo nominal. O material biologico coletado sera usado Unica e exclusivamente
para identificagéo e quantificagdo do material viral.

Direito a retirada do estudo:
A qualquer momento, se 0 paciente ou controle assim o desejar, podera solicitar a sua

exclusdo do trabalho, com o descarte de seu material biolégico colhido, sem que com isso
perca o direito de ser acompanhado e tratado normalmente pela equipe assistencial.

CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO

Apos ter recebido informacdes claras sobre o presente Projeto de Pesquisa, e tendo
compreensado de seus objetivos, risco e beneficios, expresso livremente o consentimento em
participar, nas condicGes estipuladas neste termo.

Manaus, / /

Paciente
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ANEXO B - FORMULARIO DE PESQUISA DA TUBERCULOSE

UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
PROJETO COINFECCAO VIRAL TB

FORMULARIO
CASOS DE TUBERCULOSE

Dados colhidos por: em I
NUmero da matricula:
NuUmero do prontuario:

DADOS DEMOGRAFICOS:

Nome: Sexo: ( )M ( )F Idade:

Data de nascimento: / / Local de nascimento:

Raca/cor (autodefinida): ( )branca ()negra ( )parda ( )indigena ( )oriental ( )ndo-declara
Escolaridade: ( )zero ( )0-4 ( )4-9 ( )10-12 ( )+12=técnico ( )+12=universitario

Profissao: Onde trabalha:
Residéncia: Telefone
Peso: Altura: IMC:

DADOS NOSOLOGICOS:

Local a TB: () pulmonar-foca ()pulmonar-miliar ( )pulmonar-pleural

() extrapulmonar: ()SNC ()rim ()pele ()osso ()linfonddulo ()olho ( )outro
Diagnostico: () BAAR () Cultura () Patologia () PCR () Outro

TB Prévia () = excluséo ja em tratamento () = excluséo

Extensao da doenca: ( )minima ()moderada () extensa

Repercussao sistémica: () minima () moderada () extensa

Tempo de sintomatologia () 1 més () 2 meses () 3 meses

PPD: () ndo-reator () reator fraco () reator forte () Teste do Gama-interferon

COMORBIDADE:

() gestante ()HIV ()transplante ( )imunossuprimido ( )doenca cronica ( )tabagismo

() drogas-ilicitas ( )asma () DPOC () diabetes () HAS () alcoolismo () ICC () malaria
prévia () hepatite prévia () herpes simples ou zoster prévio

Contato com TB: () na familia () no trabalho

DADOS EVOLUTIVOS (6 MESES) (12 MESES)

Tratamento instituido (inicioem __ / [/ )

() INH RIF PZA () 6 meses ()12 meses () outro

Desenlace do tratamento apds 6 meses:

() tratamento completo, boa adesé&o, alta por cura

() tratamento incompleto por abandono

() tratamento incompleto por toxidade

() mudanca de tratamento por persisténcia sintomatica (resisténcia)

Desenlace do tratamento com 12 meses:
Recaida: () sim () ndo
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Dados transferidos para computador por em / /
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ANEXO C - PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA — CEP/UFAM

DREERD0LC01 D BT G BES QU A

UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS

UFAM

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Amazonas aprovou, em
reunido ordinaria realizada nesta data, por unanimidade de votos, O Projeto de Pesquisa
protocolado no CEP/UFAM com CAAE n° 0357.0.115.000-10, intitulado: “COINFECCAO VIRAL
COMO ELEMENTO IMUNOMODULATORIO NA TUBERCULOSE PULMONAR E

EXTRAPULMONAR?”", tendo como pesquisador responsavel Luiz Fernando Souza Passos.
Sala de Reunido da Escola de Enfermagem de Manaus (EEM) da Universidade

Federal do Amazonas, em Manaus/Amazonas, 15 de setembro 2010.

2 ’
Prof . MSc. Plinio Jc@gante Monteiro

Coordenador CEP/UFAM

Escola de Enfermagem de Manaus — EEM/UFAM
Rua Teresina, 4950 — Adrianépolis — CEP: 69057-070 — Manaus-AM — Fone: (92) 3305-5130 - E-mail: cep@ufam.edu.br



