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Resumo

Este estudo foi realizado para avaliar a prevaléncia
de anticorpos (VCA) do virus Epstein-Barr (EBV) em
uma populacdo sadia, e em uma populacdo de paci-
entes com AIDS em diferentes estdgios de
imunossupressio, em dois hospitais de referéncia
tercidria na Cidade de Sdo Paulo-Brasil. Os resulta-
dos indicaram que a prevaléncia de infeccdo nos in-
dividuos sadios e com AIDS é compardvel aos dados
descritos na literatura mundial, para a populacio na
faixa adulta. A determinante sorolégica da infeccdo
precoce pelo virus Epstein-Barr (VCA-IgG) foi encon-
trada na quase totalidade dos voluntdrios sauddveis
e em todos os pacientes com AIDS incluidos nesse
estudo, independentemente do grau de imunos-
supressdo.
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Abstract

This study was carried out to estimate the prevalence
of the Epstein-Barr virus (EBV) VCA (Capside of EBV)
in the health population of blood donators and in
AIDS patients of two reference tertiary hospitals for
the general population of the City of Sdo Paulo-
Brazil. The results showed that the prevalence among
health individuals and patients with AIDS is
comparable to the figures reported in the medical
literature for the adult population. The serological
determinant of EBV early infection (VCA-IgG) was
observed in almost all health volunteers and in all
AIDS patients included in this study, regardless of
the imunossupression status.

Key words: Esptein-Bar virus infections, Prevalence,
Blood donors, Acquired Immunodeficiency Syndrome

Introducao
Infecgao pelo virus Epstein-Barr

O virus Epstein-Barr (EBV), ou herpesvirus hu-
mano tipo 4, infecta 90-95% da populagdo mundial e
produz infec¢do aguda e cronica.® As duas cepas 1(A)
e 2(B) sao distribuidas difusamente em todo o mun-
do e podem co-infectar os individuos.

Todos os agentes conhecidos da familia
herpesviridae tém em comum a capacidade de
laténcia ap6s a infecgdo primadria, podendo reativar
e/ou induzir a formacdo de tumores. As manifesta-
¢Oes clinicas mais freqiientes sdo a amigdalite com



Kuschnaroff TM, Berrocal TG, Klautau GB, Chiattone CS, Langhi Jr DM, Souza JF, Rio RC, Barbosa Jr SP. Prevaléncia da infeccao pelo virus Epstein-Barr em
voluntérios doadores de sangue e individuos com AIDS na cidade de Sdo Paulo. Arq Med Hosp Fac Cienc Med Santa Casa Sao Paulo 2007; 52(1):8-13.

adenopatia na infincia e a mononucleose infecciosa
na adolescéncia que cursa com leucocitose com atipia
linfocitaria e aumento de mononucleares. Outras do-
encas associadas ao EBV incluem doengas linfopro-
liferativas em individuos imunocomprometidos e
tumores como o carcinoma da rinofaringe e o linfoma
de Burkitt, em paises de zona tropical como o Brasil,
China e paises da Africa.

No Brasil poucos estudos epidemiolégicos foram
publicados.®*#*® Nos Estados Unidos da América e
no Reino Unido a seroconversao ocorre até os cinco
anos em 50% da populagao. Aqueles que desenvol-
vem a mononucleose infecciosa sao adultos jovens e
fazem a conversdo na segunda década de vida.

A monucleose infecciosa aguda foi descrita pri-
meiramente no final do século XIX como febre glan-
dular aguda. Em 1920, Sprunt e Evans*, do John
Hopkins Hospital, cunharam o termo mononuclease
infecciosa apds observarem regressdo espontanea de
um caso de leucemia aguda com células blasticas.
Downey* descreveu as alteragdes morfoldgicas dos
linfécitos em 1923 e Paul and Bunnell* em 1932, des-
cobriram que o soro de pacientes sintomaticos con-
tinha anticorpos que aglutinavam as hemdcias de
outras espécies, os anticorpos heteroéfilos, que per-
mitiram maior precisdo diagndstica.” O EBV foi fi-
nalmente isolado em 1964 em células de linfoma e
recebeu o nome que homenageia seus descobridores,
Michael Epstein e Yvonne Barr.®

Os humanos sdo os tinicos reservatérios conheci-
dos do EBV que estd presente nas secrecbes da
orofaringe, sendo mais comumente transmitido pela
saliva. A infeccdo das glandulas salivares e tecidos
linféides da orofaringe propicia a viremia que atinge
o sistema linforeticular, inclusive o figado o bago e os
linfécitos B no sangue periférico.

O EBV liga-se ao CD3/CR2 (CD21), um receptor
do sistema complemento, de linfécitos B ou a células
epiteliais e é transportado para o nicleo da célula,
onde seu genoma linear torna-se circular formando
um episoma. O virus pode entdo se reproduzir e por
acao litica destruir a célula ou permanecer latente e
transmitir-se a linhagem da célula hospedeira
infectada. Em 10 a 20% dos casos o EBV pode inte-
grar-se a0 DNA humano e imortalizar a célula. A in-
fecgdo latente pelo EBV pode causar doenga cronica
ou reativacdo em situa¢des de imunossupressao.

Os linfécitos B imortalizados produzem os
antigenos nucleares (EBNA) e varias imunoglobulinas
policlonais. Uma minoria dos linfécitos infectada é
destruida (lisado) liberando antigenos especificos do

EBV, que indicam replicagao viral e sdo classificados
em antigenos precoces (EA) e antigenos do capsideo
viral (VCA).

Os testes de Paul Bunnell Davidhson e o teste de
Monospot identificam anticorpos heteréfilos produ-
zidos pelo linfécito infectado pelo EBV. Contudo, es-
ses testes sdo inespecificos e atualmente utilizam-se
testes sorolégicos especificos para deteccdo de
anticorpos da classe IgG ou IgM pelo método de
Imunofluorescéncia Indireta ou Enzimaimunoensaio
(ELISA). Estes anticorpos sao: o IgM e o IgG contra o
capsideo viral (VCA), os antinucleares (EBNA), e os
antigenos precoces (EA).”

O virus pode ser cultivado a partir de secre¢oes
orofaringeas ou de linfécitos em 90% dos pacientes
com MI aguda, e também em pessoas saudaveis.
Outro método utilizado para o diagnodstico, que é mais
especifico e demonstra a presenca do EBV nos teci-
dos, é a hibridizagdo com sondas de acido nucléico
in situ ou utilizando a técnica do Southern blot
(nucleotideo), que permitem distinguir entre infec-
¢do ativa ou latente. Areagdo em cadeia da polimerase
(PCR) também pode ser utilizada.

As novas metodologias proporcionaram avangos
importantes para o conhecimento de doengas onco-
hematolégicas causadas pelo EBV. Destacam-se os
conhecimentos sobre o linfoma de Burkitt, o
rinofaringeoma, os linfomas e no imunodeprimido o
estudo das doencas linfoproliferativas.

Co-infeccao HIV/IEBV

A pandemia da Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (AIDS) aumentou o interesse dos clinicos
e pesquisadores pelo virus EBV. A Organizagao Mun-
dial de Satide estima que desde o inicio da pandemia
até os dias atuais, 42 milhdes de pessoas tenham sido
infectadas pelo HIV em todo o mundo. No Brasil,
estima-se, 660.000 individuos estejam infectados pelo
virus da imunodeficiéncia humana (HIV).

Em pacientes co-infectados, o EBV esta associa-
do a ocorréncia de leucoplasia pilosa, leiomios-
sarcoma, linfoma do Sistema Nervoso Central,
linfoma de células B e epiteliais e pneumonite linféide
intersticial em criangas.(%1)

A compreensao do desenvolvimento da imunos-
supressdo em pacientes infectados pelo HIV é funda-
mental também para o entendimento de como ocorre
a doenga pelo EBV em individuos co-infectados.!>'?

Os virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 e 2
(HIV-1 e HIV-2) pertencem a familia Retroviridae, que

* Citados por Johannsen EC, Schooley T, Kaye KM. Epstein Barr virus (Infectious mononucleosis). In: Mandell GL, Bennet JE, Dolin
R, editors. Mandell, Douglas, and Bennet’s principles and practice of infectious diseases. 6" ed. Philadelphia: Elsevier; 2005. v. 1,

p.1801-20.
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tem como caracteristica a producdo da enzima
transcriptase reversa, que realiza a transcri¢ao de
acido ribonucléico (RNA) viral em acido desoxirribo-
nucléico (DNA).(®

A principio, descreveu-se que o periodo entre a
infeccdo e a progressao para AIDS, denominado de
periodo de laténcia clinica, refletia a laténcia viral.
Entretanto, com a descricdo da atividade progressi-
va do HIV nos tecidos linféides, demonstrou-se que
existe persisténcia da replica¢do viral em todos os pe-
riodos da infeccdo pelo HIV." Esta constante
replicagdo se processa, precipuamente, dentro das
células T CD4 do hospedeiro, macréfagos e células
dendriticas.

Vérios marcadores clinicos e laboratoriais foram
utilizados no acompanhamento da infec¢ao pelo HIV,
entre eles os sintomas clinicos relacionados a AIDS,
anergia cutanea, eleva¢do dos niveis plasmaticos de
B 2-microglobulina e neopterina e antigenemia p-
24.06171819 Verificou-se, embora a neopterina, a 3 2-
microglobulina e a antigenemia p-24 estivessem ele-
vadas na populacdo com manifesta¢des clinicas da
AIDS, nao diferenciavam os pacientes que evoluiam
com queda progressiva da contagem de linfécitos T
CD4+. Assim, foi estudado outro marcador impor-
tante para o acompanhamento da infecgdo pelo HIV:
a quantificacdo do RNA do HIV plasmaético.

A deplecdo e disfuncado dos linfécitos T CD4+ sdo
marcadores da infeccao pelo HIV e as principais cau-
sas da imunodeficiéncia que se instala no decorrer
da infecgdo. Estas alteracdes foram documentadas a
partir de estudos que revelaram que os linfécitos T
CD4+ sdo o principal alvo da infeccdo. Multiplos
mecanismos tém sido implicados na morte celular dos
linfécitos T CD4+, apds a infeccdo pelo HIV. Desta-
cam-se episddios precoces do ciclo de replicagdo viral,
tal como o acimulo de DNA néo integrado, elevada
concentracdo intracelular da glicoproteina com 120
kilodéltons (gp 120) do envelope viral durante o pro-
cesso de montagem do virion na célula infectada pelo
HIV e a apoptose induzida por esta glicoproteina.

A destruicao das células infectadas pelo HIV tam-
bém pode ser verificada em conseqiiéncia da respos-
ta imune viral especifica, independente dos efeitos
diretos acima descritos, causados pela infecgao viral.
Dentre 0os mecanismos envolvidos na lise celular, se
destacam a acdo de linfécitos T citotdxicos, a
citotoxicidade dependente de anticorpo (ADCC) e a
reposta de células natural killer (NK).1®

No tocante a atividade de células NK, esta se en-
contra diminuida somente nas fases mais avancadas
da doenca, associada a imunossupressao grave.?” A
anormalidade da atividade celular pode estar asso-
ciada a presenca de alguns fatores virais, como a
gp120 e o gene do core viral (gag), que interferem na
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capacidade de ligacdo das células NK, ou a reducao
da produgao de citocinas, como interferon-alfa
(IFN-0) e interleucina-12 (IL-12), sintetizadas por
mondcitos que estimulam a atividade de NK.®" Da
mesma forma, mecanismos indiretos, tais como for-
macdo de sincicio, auto-imunidade, super-antigenos,
apoptose e infeccao de células progenitoras e a inter-
feréncia na linfopoiese, estdo envolvidos na disfun¢ao
imunoldgica causada pela infeccao por HIV.

Também tem sido relatado que a producédo de
interleucina-2 (IL-2) e interferon-gama (IFN-gama),
conhecidas como citocinas produzidas por linfécitos
T auxiliadores tipo 1, se encontra deprimida no de-
correr de infecgdo pelo HIV. Sob outro prisma, a pro-
ducao de interleucina-4 (IL-4) e interleucina-10 (IL-
10), associada a um padrao T auxiliador tipo 2, sofre
aumento com a progressao da infecgdo para AIDS.***)

De outra perspectiva, os linfécitos T CD8+ tam-
bém sdo afetados em nimero e fun¢ao durante a in-
feccao pelo HIV. Tanto a funcao citotdxica, quanto a
supressora, estio comprometidas, havendo expansao
e desaparecimento de clones especificos de linf6-
citos.®*») Deduz-se que os linfécitos T CD8+ tenham
como uma das fung¢des o controle da viremia desde o
inicio da infeccdo pelo HIV, e que o nimero destas
células circulantes pode estar associado ao prognds-
tico da infec¢do.®272

A disfuncdo da ativacdo das células B é, prova-
velmente, responsavel pelo aumento do ntimero de
infec¢Oes bacterianas observado nas fases avancadas
da AIDS em adultos e pela morbimortalidade de in-
fecgdes bacterianas em criangas infectadas pelo HIV.®

Anticorpos HIV/EBV

De fato, observou-se que a infeccao pelo HIV al-
tera, precocemente, a proliferacdo e a diferenciacdo
do linfécito B e diminui sua resposta a antigenos no-
vos e de memoria.®”

As altera¢bes imunoldgicas decorrentes da infec-
¢do pelo HIV que resultavam, inexoravelmente, na
evolugdo para AIDS estimularam grande nimero de
pesquisadores a buscar medidas terapéuticas que
contivessem a proliferacao viral e a conseqiiente evo-
lugdo da infeccdo para a doenca. Com este objetivo,
rapidamente se estabeleceu o uso da terapia anti-
retroviral combinada, que foi capaz de alcancar im-
portante melhora na evolugdo clinica e imunolégica
dos individuos infectados pelo HIV.

O presente estudo foi realizado devido a necessi-
dade de conhecermos a prevaléncia do EBV em indi-
viduos sadios e nos diferentes estadios da infeccao pelo
HIV na cidade de Sao Paulo, representado pelo acha-
do dos anticorpos IgM e IgG do capsideo viral. Um
objetivo secundério é observar se individuos infectados
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pelo HIV possuem respostas soroldgicas diferentes em
relagdo a populagdo de individuos sadios.

Casuistica e Métodos

Este é um estudo clinico multicéntrico, de gru-
pos paralelos, para comparar a prevaléncia da infec-
¢do pelo EBV em voluntérios saudaveis doadores de
sangue no Hemocentro da Santa Casa de Sao Paulo e
pacientes com AIDS do Instituto de Infectologia
Emilio Ribas da Secretaria de Estado da Satide do
Estado de Sao Paulo.

Este é um estudo transversal, comparativo com-
posto por 2 grupos de 36 adultos, de ambos os sexos,
com idade entre 18 a 60 anos, realizado no ano de
2006.

Os critérios de inclusdo foram: Grupo 1 - indivi-
duos voluntarios de ambos os sexos, idade entre 18 e
60 anos, aceitos como doadores de sangue pelo
Hemocentro da Santa Casa de Misericérdia de Sao
Paulo, e que concordaram participar do estudo como
extensdo da bateria de exames realizada para doacdo
de sangue de acordo com as normas do Ministério
da Satide; Grupo 2 - composto por voluntdrios com
AIDS em tratamento no Instituto de Infectologia
Emilio Ribas, de ambos o0s sexos, com idade entre 18
e 60 anos, que concordaram em participar do estudo
como extensdo dos exames laboratoriais de rotina com
contagem de células T CD 4+. A exclusdo foi deter-
minada pela recusa ou incapacidade de assinar o con-
sentimento livre e esclarecido.

O grupo 2 sera analisado de acordo com a conta-
gem de células T CD4+ (=200 ou < 200/mm?).

O estudo clinico foi conduzido em conformidade
com a revisdo atual da Declaracdo de Helsinque, as

diretrizes da ICH para a Boa Prética Clinica e com os
regulamentos locais: Resolucao 196/96 do Conselho
Nacional de Satide e Resolugdes complementares. Os
Comités de Etica em Pesquisa da Santa Casa de Mi-
sericérdia de Sdo Paulo e do Instituto de Infectologia
“Emilio Ribas” avaliaram e aprovaram este estudo
clinico.

Foram colhidas amostras tnicas de sangue total
de todos os participantes do estudo para determina-
¢do qualitativa de anticorpos anti-EBV-VCA das clas-
ses IgG ou IgM.

A titulagdo de anticorpos contra o anti-VCA-EBV
foi realizada utilizando-se o enzimaimunoensaio dos
kits comerciais RIDASCREEN® EBV IgM (Alka
Tecnologia em Diagnésticos — Sao Paulo — SP - Brazil)
e RIDASCREEN® EBV IgG (Alka Tecnologia em Di-
agnosticos — Sdo Paulo — SP - Brazil). Os testes foram
realizados no Laboratério Central da Santa Casa de
Misericordia de Sdo Paulo e no laboratério do Insti-
tuto de Infectologia Emilio Ribas.

Resultados

Os resultados obtidos sdo mostrados nas tabelas
1 e 2. Na tabela 1 observa-se que o VCA IgG foi posi-
tivo em 34 pacientes do grupo I (doadores de sangue
sadios) e em 36 pacientes do grupo II (individuos com
AIDS). O VCA IgM foi positivo em apenas um indi-
viduo do grupo L. No grupo I o VCA IgG e 0o VCA
IgM foram indeterminados em 2 e 3 pacientes, res-
pectivamente.

Os resultados obtidos demonstrados na tabela 2,
revelam o mesmo niimero de VCA IgG positivos nos
pacientes do grupo II, independentemente dos valo-
res de células T CD4+ (= 200 ou < 200 células/mm?),

Tabela 1
Estudo do VCA EBV-IgM e VCA EBV-IgG, no ano 2006, em individuos sadios doadores de sangue do Hemocentro da

Santa Casa de Misericordia de Sdo Paulo (grupo I) e individuos com AIDS em tratamento no Instituto de Infectologia
Emilio Ribas - Sao Paulo (grupo II).

n IgM(+) IgM(-)
Grupo I 36 1 32
Grupo II 36 0 36

IgM indet. IgG (+) IgG (-) IgG indet.
3* 34 0 2%
0 36 0 0

* resultados indeterminados foram observados apenas em 3 individuos.

Tabela 2
Estudo do VCA EBV-IgM e VCA EBV-IgG no ano de 2006, em individuos com AIDS em tratamento no Instituto de

Infectologia Emilio Ribas — Sdo Paulo [Grupo II], distribuidos de acordo com a contagem de células T CD4+
(=200 ou <200 células/mm?3).

n IgM(+) IgM(-)
T CD4 >200 19 0 19
T CD4 <200 17 0 17

IgM indet. IgG (+) IgG(-) IgG indet.
0 19 0 0
0 17 0 0
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determinante da gravidade da imunodepressao.

Em virtude da uniformidade dos resultados nos
testes VCA IgM e VCA IgG do VEB nas populagoes
estudadas, ndo consideramos necessario empregar
nenhum método estatistico para analise.

Discussao

A IgG anti-VCA do EBV é detectada a partir da
primeira semana da fase aguda da infeccdo e persiste
durante a vida do individuo infectado e portanto é
indicado para estudos epidemiolégicos da preva-
léncia nas diferentes populagdes. Neste estudo a quase
totalidade da populacao foi IgG anti-VCA positivo
(68/70). Este achado é concordante com estudos
epidemiolégicos publicados na literatura mundial.
Carvalho et al, 1981® consideram que os brasileiros
atendidos nos servigos ptiblicos sdo na maioria “po-
pulacdo” de nivel sécio-econémico mais baixo, com
positividade de 80-100% de anticorpos para o virus
Epstein Barr (EBV) a partir dos cinco anos.

Sabemos que no paciente infectado pelo HIV a
disfunc¢do da ativacdo das células B é, provavelmen-
te, responséavel pelo aumento do niimero de infec-
¢Oes bacterianas observado nas fases avancadas da
AIDS em adultos e pela morbimortalidade de infec-
¢Oes bacterianas em criangas infectadas pelo HIV.®

De fato, observou-se que a infeccdo pelo HIV al-
tera, precocemente, a proliferacdo e a diferenciacado
do linfécito B e diminui sua resposta a antigenos no-
vos e de memoria.®”

Assim, além da hipergamaglobulinemia associa-
da, observa-se a hiperplasia de células B, elevagao de
auto-anticorpos, presenca de imunocomplexos
circulantes e hiperativacdo inespecifica de linfécitos
B. Todos estes aspectos interferem negativamente na
resposta especifica a diversos antigenos.®*"*) Com a
progressdao da AIDS pode-se observar redugao da
producdo de anticorpos, negativacao em individuos
com imunossupressao avancada e perda progressiva
da sintese de anticorpos a antigenos novos. Neste
estudo porém, ndo se observou diferenca na
positividade do VCA IgG nos pacientes com AIDS
em diferentes estadios de imunossupressao, revelan-
do que parece ndo haver alteracdo na producado de
anticorpos, mesmo nos pacientes com imunos-
supressdo grave. A questdo é que neste estudo nao
avaliamos a eficiéncia dos anticorpos produzidos.

Na AIDS h4 aumento da viremia do EBV com-
provada pelo achado nas células epiteliais da faringe
e pelo aumento do nimero de doengas causadas pelo
virus EBV. A persisténcia da viremia do EBV é pro-
vavelmente responsdvel pela manutencdo do VCA
IgG positivo em pacientes com imunossupressao
avangada.
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Conclusao

O presente estudo demonstrou que a
determinante sorolégica da infeccdo precoce pelo vi-
rus Epstein-Barr (VCA- IgG) foi encontrada na quase
totalidade dos voluntarios saudaveis e em todos os
pacientes com AIDS incluidos nesse estudo, indepen-
dentemente do grau de imunossupressao.
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