rntige  Oniginal

INFECCAO PELO VIRUS EPSTEIN-BARR EM PACIENTES COM LUPUS
ERITEMATOSO SISTEMICO

SamueL Kosminsky*, RENATA CARNEIRO DE MEeNEZEs; MARIA RosANGELA CUNHA Duarte CoéLHO

Trabalho realizado no ambulatério de Reumatologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco e no Setor de Virologia do
Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami, Recife, PE

*Correspondéncia:
Rua Manoel Lubambo, 118,

RESUMO

Ojerivo. Verificar a associacdo entre a atividade do Itpus eritematoso sistémico (LES) e a avidez das imunoglobulinas
lgG anti-EBV.

Meropos Analisou-se o sangue periférico de 66 pacientes distribuidos em dois grupos: 22 pacientes com LES em atividade
e 44 pacientes com doenca inativa. A presenca e o indice de avidez de anticorpos IgG anti-EBV foram determinados pela
técnica ELISA. (Enzygnost anti-EBV - Dade Behring).

ResuLTaDos. Identificou-se positividade no teste de deteccio de IgG para EBV em 21 (95,5%) pacientes do grupo LES ativo
e em 40 (90,9%) do grupo LES inativo. O indice de avidez alcangou valores 40 em 54 (88,5%) pacientes, sendo 34 (85%)
do grupo LES inativo e 20 (95,2%) do grupo LES ativo; em cinco (12,5%) pacientes do grupo LES inativo, este indice ficou
entre 20 e 40 e foi inferior a 20 em dois (3,3%) pacientes. Adotando-se 20, 30 ou 40 como ponto de corte do indice de
avidez, para diagndstico de reativaco da infeccdo por EBY, foram classificados como infeccéo reativada, nos grupos LES ativo
e inativo, respectivamente: | (4,8%) x 5 (12,5%) pacientes, | (4,8%) x 4 (10%) pacientes e | (4,8%) x 5 (12,5%) pacientes.
ConcLusao. No presente estudo, ndo foi demonstrada associacio entre a atividade do LES e a reativacdo do EBV. Esse fato
parece indicar que a ndo eliminacdo dos linfocitos B infectados se deve a falha no mecanismo de apoptose ou a acdo de
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INTRODUCAO

O lpus eritematoso sistémico (LES) € uma doenca auto-imune
de etiologia desconhecida, na qual os auto-anticorpos encontram-se
universalmente presentes. Os mecanismos responsaveis pela
producdo e pela perpetuacdo desta resposta imune aberrante
permanecem pouco esclarecidos'. A doenca apresenta distribuicio
universal, acomete todas as classes sociais e sua incidéncia varia
entre 2 e 8 por 100.000 habitantes para os Estados Unidos e entre
20 e 60 casos por 100.000 habitantes na Europa, nao diferindo
entre a populagdo urbana e rural.

O LES tem como caracteristicas epidemioldgicas a predomi-
nancia de acometimento de individuos do sexo feminino (cerca de
90% dos casos), maior incidéncia entre 15 e 45 anos de idade,
comprome-timento mais grave da raca negra. Sua etiologia é
variada, estando incluidas alteracdes imunoldgicas acarretando a
producdo de auto-anticorpos, acdo de fatores genéticos, fatores
ambientais (virus, radiacdo ultravioleta, drogas), fisiologicos
(horménios) e o stress®.

Dentre os provaveis fatores etioldgicos ou etiopatogénicos do
LES, a infeccdo viral tem sido largamente estudada. Os virus desem-
penham um papel importante nas doencas auto-imunes, sendo o
virus Epstein Barr (EBV) um dos mais freqiientemente citados como
desencadeante ou agravante das alteracdes auto-imunes”.
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linfocitos T citotdxicos, permitindo assim a progressdo do LES.

Unirermos: Lupus eritematoso sistémico. SLEDAI. Virus Epstein-Barr. ELISA. Auto-anticorpos.

O EBV pertence a familia Herpesviridae, e é o agente
etioldgico da mononucleose infecciosa. O ciclo viral, no interior
do hospedeiro, inclui um perfodo de laténcia, em cujo estado
pode permanecer anos, e outro de replicacdo, no qual pode
emergir em quantidade suficiente para causar estimulacio do
sistema imune®,

O antigeno nuclear | do EBV (EBNA-1) é a mais importante
proteina viral expressa no interior dos linfécitos B durante o
perfodo de laténcia, o que torna estas células indetectaveis pelos
linfocitos T citotdxicos®. Este mecanismo explicaria como o virus
pode permanecer no interior das células, sem o devido reconhe-
cimento pelo sistema imune, que s ocorre quando o EBNA-1, no
citoplasma dos linfocitos B, se associa a moléculas de histocom-
patibilidade celular (MHC) classe | e se apresenta na superficie
celular aos linfécitos T citotdxicos. Apesar desta propriedade eva-
siva, 0 EBNA-1 € o alvo mais comum da resposta imune humoral.
Anticorpos dirigidos contra esta proteina podem reagir de forma
cruzada com proteinas humanas’ e parecem desempenhar um
importante papel nas doencas auto-imunes®,

Aassociagao entre infeccdo pelo EBV e LES tem sido descrita por
diferentes autores, bem como a reacéo cruzada de anticorpos contra
constituintes protéicos virais e humanos’. A suspeita de tal associacdo
foi reforcada pelo achado de altos tftulos de anticorpos anti-EBV
em pacientes com LES'®, assim como pela constatacdo de que a
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infeccdo pelo EBV antecede o aparecimento das alteracoes
auto-imunes, que ocorrem no LESE,

Auto-anticorpos dirigidos contra as proteinas que compdem o
spliceossomo, como a anti-Sm e anti-RNP, sdo encontrados no soro de
30% a 50% dos pacientes com LES'". Anticorpos produzidos contra a
EBNA- I podem reagir de forma cruzada nestes pacientes, em decor-
réncia da semelhanca antigénica entre peptideos virais e peptideos do
nucleo celular contidos nos spliceossoma, como a proteina Sm'2,

Essa semelhanca antigénica explica como uma infeccdo viral
pode ser o gatilho inicial das manifestacdes clinicas e imunoldgicas
do LES'. Dessa forma, ressalta-se a relevancia do presente estudo,
que busca analisar a associagdo da presenca e da avidez de
anticorpos anti-EBV com a atividade do LES.

CasuisTicA

Os pacientes foram selecionados consecutivamente no ambula-
torio de Reumatologia do HC-UFPE, onde encontram-se cadastrados
aproximadamente 200 pacientes lupicos, no periodo de janeiro de
2002 a fevereiro de 2003. Foram incluidos pacientes portadores de
LES de ambos os sexos, com 18 anos de idade ou mais e que
preenchessem pelo menos quatro dos || critérios de classificacdo
propostos pelo Colégio Americano de Reumatologia (American College
ofRheumatology - ACR)">.

Todos os pacientes foram classificados como ativo ou inativo, de
acordo com o indice de atividade da doenca pelo Systemic Lupus
Erythematosus Disease Activity Index - SLEDAI', avaliado no momento
da coleta do sangue para os exames. Pacientes com LES em atividade
(SLEDAI > 4) foram incluidos no grupo LES ativo e os com doenca
inativa (SLEDAI £ 4) no grupo LES inativo.

Foram considerados critérios de exclusdo a negatividade e os titulos
indeterminados pelo método ELISA para anticorpos IgG anti-EBV.

Todos os pacientes foram esclarecidos sobre os objetivos da
pesquisa, seus riscos e beneficios, enfatizando-se seus direitos em
participar ou nao. Para os que concordaram, foi solicitada assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa do HC-UFPE.

MEtopos

Os exames foram realizados no Setor de Virologia do Labora-
tério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA). Cada participante do
estudo foi submetido a venopuncao para coleta de 5 mL de sangue
venoso, em tubo de ensaio 13x100mm, seco, tipo Vacuntainer®.
As amostras foram imediatamente submetidas a centrifugacdo a
1500 rpm durante 10 minutos, e os soros, assim obtidos, acondi-
cionados em tubos Eppendorf, devidamente identificados com o
nome de cada paciente e nimero seqlencial da amostra. As
aliquotas de soro foram estocadas a -20°C até a realizacdo dos
testes soroldgicos para determinar a presenca dos anticorpos 1gG
anti-EBV e o indice de avidez destes anticorpos Enzygnost®
(Dade Behring, GMBH, Marburg, Germany).

A interpretacdo dos resultados se baseou no coeficiente de extin-
cao, calculado pela férmula 10 AE = E -E Os

antigeno antigeno de controle’

coeficientes de extincdo foram convertidos em atividade imunolégica
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Quadro | - Interpretacao dos resultados do teste de ELISA para infeccao por EBV

mostra Interpretacdo clinica
AE <010 anti-EBV IgG negativo
0,10< AE < 0,20 ant-EBVIgGindeterminado

AE - >020

amostra —

anti-EBV1gG positivo

Tabela | - Distribuicao de resultados da primeira fase do teste de deteccao
de IgG anti-EBV de 66 pacientes portadores de lipus eritematoso sistémico,
segundo os grupos LES ativo e LES inativo

Teste de deteccdo de Grupo de pacientes
IgGanti-EBV LES ativo LES inativo Total
(I*fase) n % n %

positivo 2 95,5 40 90,9 6l
negativo | 45 | 23 2
indeterminado - - 3 68 3
Totdl 2 100,0 4 100,0 66

Nota: Este agrupamento impossibilita teste estatistico porque ha 62,5% das casas com
frequéncia esperada inferior a cinco

do anticorpo anti-EBV utilizando a correcao do AE, para cada amostra,
segundo a férmula 2: log 10 U/ml = a..AE, onde: or e 3 sdo constantes
que variam com o lote do kit e estdo expressas na embalagem. Os
resultados foram interpretados conforme consta no Quadro |.

A porcentagem de anticorpos de alta avidez, ndo deslocaveis,
permite concluir sobre a resposta imunoldgica do paciente frente ao
EBV. Dessa forma, comparou-se a densidade 6ptica do teste de ELISA
com a do teste utilizando uréia (teste de avidez por meio da razao de
coeficientes de extingdo), expressa na formula 3:

Os dados foram organizados e processados por meio do programa
EPI-INFO, versdo 6.04. Para a andlise estatistica utilizou-se o teste
Qui-quadrado (x*) de homogeneidade e contingéncia, assim como o
teste Exato de Fisher, para pequenas amostras, ambos ao nivel de
significancia de 0,05.

ResuLTADOS

Na primeira fase do teste de deteccdo de IgG para EBV, 61 (92,4%)
dos 66 pacientes estudados apresentaram resultado positivo, dois (3%)
foram negativos, sendo um (4,5%) do grupo LES ativo e um (2,3%) do
grupo LES inativo, e trés (4,5%) foram considerados indeterminados,
todos do grupo LES inativo (Tabela ).

Os resultados dos indices de avidez de 6! pacientes com
positividade no teste de deteccao de IgG para EBV mostraram que
54 (88,5%) apresentaram valores iguais ou superiores a 40, dos quais
34 (63%) eram do grupo LES inativo e 20 (95,2%) tinham ldpus
eritematoso em atividade. Em cinco (8,2%) pacientes, o indice
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Tabela 2 - Distribuicao dos indices de avidez de anticorpos de 61 pacientes
portadores de liipus eritematoso sistémico, segundo os grupos
LES ativo e LES inativo

Classes de indice Grupo de pacientes Total
deavidez de
anticorpos LES inativo LES inativo
n % n %

<20 | 48 \ 2,5 2
20-40 - - 5 12,5 5

240 20 95,2 34 85,0 5
Total 2 100,0 ) 100,0 6l

Nota: Foram excluidos: trés pacientes com DO, cujo valor ndo permitiu concluir pela
positividade ou negatividade do EBV; e dois pacientes com testes imunoldgicos negativos na
primeira fase. y*=2,41, p=0,30

esteve entre 20 e 40, sendo todos do grupo LES inativo, e em 2 (3,3%)
foi inferior a 20 (Tabela 2).

Tomando 20 como valor de ponto de corte, identificou-se que dois
(3,3%) pacientes tinham diagndstico de infeccdo por EBV reativada,
sendo um (4,8%) do grupo LES ativo e um (2,5%) do grupo LES inativo.

Ao adotar 30 por valor de ponto de corte, cinco (8,2%) pacientes
foram diagnosticados como portadores de infeccdo por EBV reativada,
dos quais um (4,8%) integrava o grupo LES ativo e quatro (10,0%), o
grupo LES inativo.

Alterando o ponto de corte para o valor 40, o nimero de pacientes
diagnosticados como infeccdo por EBV reativada no grupo LES inativo
aumentou para cinco (12,5%), mantendo-se igual a um (4,8%) no
grupo LES ativo, totalizando seis (9,8%) diagndsticos de infeccio
reativada, dentre os 61 pacientes estudados.

Discussio

Escolheu-se estudar o EBV em pacientes com LES devido a sua alta
prevaléncia na populacio em geral e, em especial, nesses pacientes,
devido a sua laténcia e suas exacerbacdes de forma espontanea em
individuos infectados'.

O encontro de alta prevaléncia de anticorpos anti-EBV, na amostra
lipica do presente estudo, sugeriu, como em outras pesquisas'®'’, a
importdncia desse virus como um dos agentes etiolégicos do LES.
Como o LES é uma doenca auto-imune, de etiologia multifatorial, na
qual ocorrem as mais diversas alteragdes imunolégicas e clinicas™'®, a
comprovacao de que o EBV poderia atuar como gatilho no seu
desenvolvimento traria uma contribuicdo importante para o melhor
entendimento do papel desse agente infeccioso na etiopatogénese
do LES. Poder-se-a estar complementando os artigos que, embora
investiguem a presenca do EBV em LES, ndo classificam esta Gltima
como ativa ou inativa.

Durante a evolucdo do LES, pode ocorrer uma série de alte-
racdes imunoldgicas que favorecem o agravamento da enfermida-
de®. Como ndo é possivel determinar quando tais exacerbacoes
ocorrerdo, buscou-se relacionar esse evento com o ciclo viral
(laténcia ou replicacdo) no interior dos linfécitos B circulantes de
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pacientes com LES. Isto foi feito por meio da andlise da avidez dos
anticorpos de classe 1gG no soro desses pacientes.

No presente trabalho, a prevaléncia do EBV foi alta tanto no grupo
LES ativo como no grupo LES inativo, resultado este semelhante aos
encontrados na literatura'’.

Apesar de ndo ter sido possivel demonstrar associacio entre
a atividade do EBV e a do LES, existem, na literatura, relatos de
associagdo da atividade deste virus com o LES'” e com outras doengas
auto-imunes, especialmente a esclerose mltipla, na qual foi demons-
trada nitida correlacdo entre a sua exacerbacdo e o periodo de
replicacdo viral®"?,

Com a finalidade de aprofundar o verdadeiro papel do virus como
desencadeador do LES, buscou-se estabelecer o indice de avidez do
anticorpo IgG anti-EBV, uma vez que, dependendo do resultado
encontrado, poder-se-ia afirmar se, no momento da pesquisa, a
doenca encontrava-se ativa ou inativa.

Houve positividade de anticorpos anti-EBV em todos os pacientes
estudados, entretanto esteve ausente diferenca de avidez desses
anticorpos nos grupos de pacientes com LES ativo e inativo. A falta de
associagao entre avidez dos anticorpos e ativacdo ou inativacao do
lipus, constatada neste estudo, pode ter sido causada por problemas
de ordem metodoldgica, como o pequeno tamanho da amostra, ou a
limitacdo do teste de avidez. No entanto, poderia também estar
indicando uma falha da hipétese inicial, isto €, a sintomatologia do LES
poderia independer do nimero de particulas virais livres circulantes,
fato que poderia ser vidvel considerando a caracteristica do EBV
localizar-se nos linfocitos B e neles permanecer como hospedeiro.
Caso isso ocorresse, a associacao a ser pesquisada seria entre carga viral
do EBV no interior das células mononucleares e LES, independen-
temente da sintomatologia.

Foi o trabalho de Moon et al.?%, publicado em 2004, que permitiu
compreender os resultados de avidez do estudo atual, ao confirmarem
que pacientes com LES tém uma carga viral |5 vezes maior de EBV que
os controle normais, dentro das células B, sugerindo que essa infeccdo
€ anormalmente controlada nos portadores de IUpus eritematoso
sistémico. Afalta de associacdo entre SLEDAI e avidez é a corroboragdo
do trabalho destes autores.

Feitas essas ponderacdes, o presente trabalho pode ser conside-
rado inovador por correlacionar, pela primeira vez, a afinidade dos
anticorpos anti-EBV em pacientes com LES e a atividade da doenca por
meio do SLEDAI.

Constatou-se que a modificacdo do ponto de corte nao alterou a
distribuicdo dos pacientes do grupo LES ativo, mas o fez no grupo LES
inativo. N&o houve diferenca estatisticamente significante em qualquer
dos pontos de corte.

CoNncLusAo

Nao ter sido possivel demonstrar, no presente trabalho, associacdo
entre a reativacao viral e exacerbacdo do LES corroborou relatos
semelhantes na literatura consultada. Este fato parece indicar a ndo
eliminacao dos linfécitos B entre infectados por falha no mecanismo de
apoptose ou na acdo de linfocitos T citotdxicos permitindo a progressdo
do LES.
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Conflito de interesse: nio ha

SUMMARY

EPSTEIN-BARR VIRUS INFECTION IN PATIENTS WITH SYSTEMIC
LUPUS ERYTHEMATOSUS

OsjecTive. To verify the association of SLE activity to the avidity of IgG
anti-EBVimmune globulins.

MeTHoDs. Peripheral blood of 66 patients was analyzed, 22 had active
SLE and 44 had inactive SLE. Presence and avidity index of IgG anti-EBV
antibodies were determined by the ELISA method (Enzygnost® anti-EBV/
lgG - Dade Behring).

Resutts. lgG anti-EBV test was positive for 21 (95.5%) patients in the
active SLE group and 40 (90.9%) in the inactive group. The avidity index
was 40 for 54 (88.5%) patients of which 34 (85%) belonged to the
inactive SLE group and 20 (95.2%) to the active group. For 5 (12.5%)
inactive SLE patients, the avidity index reached values ranging from 20'to
40; whileforonly 2 (3.3%) patients this index was lower than 20. Adopting
20, 30 or 40 as a cutoff point of the avidity index for diagnosis of
reactivation of the EBV infection, the author classified as having
reactivated infection, for active and inactive SLE groups, respectively: |
(4.8%) x | (2.5%) patient; | (4.8%) x 4 (10%) patients and | (4.8%)
x 5 (12.5%) patients.

Conctusion. Association between EBV activity and SLE was not
demonstrated. This appears to indicate that persistence of infected B
lymphocytes may be due to failure in the apopotosis mechanism or to the
action of T cytotoxic lymphocytes, permitting evolution of SLE. [Rev Assoc
Med Bras 2006; 52(5): 352-5]

Kev worps: Systemic Lupus Erythematosus. SLEDAI. Epstein-Barr
virus. ELISA. Autoantibodies.
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