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APRESENTACAO

Apresentamos a primeira edicdo do EBV — breve revisdo
etioepidemiologia,  fisiopatalogica e desordens associadas.
Aqui trouxemos informagdes historicas etioepidemioldgicas da
descoberta do EBV que em 1920, Sprunt & Evans, designaram a
doenga mononucleose infecciosa para o curso clinico e Downey
identificou as alteragdes morfologicas nos linfocitos; em 1932,
Paul e Bunnell observaram anticorpos heterofilos e estudos iniciais
sobre a fisiopatolofias associadas iniciaram no final dos anos 1950
quando foram descritos pela primeira vez um linfoma que incidia
principalmente em criancas em certas regides na Africa. O EBV
foi originalmente descrito por Epstein e colaboradores (1964) a
presenca do EBV em cultivo in vitro de amostras suspeitas de
linfomas enviadas por Burkitt. Henle & Henle (1966) realizaram
os primeiros estudos diagnodsticos com a utilizacdo da técnica de
imunofluorescéncia indireta (IFI) para analise do EBV. H4 mais de
40 anos estudos mostram as fisiopatologias e desordens associadas
ao virus, porém em estudos individualizados focando patologia,
genética, imunohistoquimica, diagnodstico. Assim, este livro ndo ¢
um livro que possa um compéndio, mas sim um resumo norteador
das principais catacteristica de um virus que estima-se que mais de
90% dos adultos foram infectadas com pelo menos um tipo viral. As
referencias bibliograficas, figuras e tabelas selecionadas, no capitulo
ou ao final de cada capitulo, contém referéncias de artigos publicados
nas revistas cientificas que podem ser acessadas na internet e as
referéncias cruzadas podem dar ao leitor uma cobertura mais ampla
do assunto. Queremos expressar nossos sinceros agradecimentos a
todos que nos ajudaram na preparagdo deste livro incluindo nossos
familiares. Por fim, temos enorme divida com PhD. Epstein e
colaboradores pela visdo deterministica de pesquisa que nos serve de
inspiracdo e foram os pioneiros nesta pesquisa.
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CAPITULO 1

Historico, Classificagdo e estrutura do Virus
Epstein-Barr

Renata Pereira Alves Balvedi
Larissa Pereira Caetano
Kellen Cristina Torres Costa

1. HISTORICO

Em 1920, Sprunt & Evans, designaram o termo mononucleose
infecciosa para o curso clinico com regressao espontinea de um
caso de leucemia aguda com presenca de células blasticas. No
mesmo periodo Downey identificou as alteragdes morfologicas nos
linfocitos; e em 1932, Paul e Bunnell observaram que os anticorpos
humanos se aglutinavam as hemacias de outras espécies animais —
anticorpos heterdfilos — permitindo elevada precisdo diagnostica
(KIEFF& RICKINSON, 2007).

No final dos anos 1950 foi descrito pela primeira vez um
linfoma que incidia principalmente em criangas em certas regioes
na Africa (BURKITT, 1958). O EBV foi originalmente descrito por
Epstein e colaboradores (1964) a partir de investigagoes realizadas
em cultivo in vitro de amostras suspeitas de linfomas enviadas por
Burkitt, nos quais através da microscopia eletronica, foi possivel
identificar a presenca de um virus com morfologia tipica dos virus
do grupo Herpes.

Henle & Henle (1966) realizaram os primeiros estudos com
a utilizacdo da técnica de imunofluorescéncia indireta (IFI) para
analise do EBV. Em 1968, esses autores descreveram a associagao
do virus a mononucleose infecciosa e confirmado por outros estudos
(CANDEIAS & PEREIRA, 1970; WOLF et al., 1984).

Segundo Henle ef al. (1969) o EBV foi identificado como
sendo o agente etiologico causador da mononucleose infecciosa.
Quanto a incubagdo existente, Kieff & Rickinson (2007) avaliaram
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que esta poderia manifestar de quatro a seis semanas antes da
infecgdo primaria e que a transmissao ocorre, em sua maioria, pelo
contato direto com as secregdes (orofaringe) ou indiretamente por
manipulacdo de objetos pessoais contaminados pelo virus.

Estudos paralelos mostraram que a infeccdo primadria
pelo EBV geralmente se manifesta na adolescéncia; e quando a
infec¢do ocorre na fase adulta, o EBV pode desenvolver uma doenca
proliferativa (EVANS, 1972).

2. HERPESVIRIDAE

Herpesviridae ¢ uma familia de virus cujo material genético
¢ constituido por DNA. Estes virus causam doencas em animais, mas
de forma alarmante nos seres humanos (FUCHS et al., 2007; KUHN
etal., 2010)

O nome dado a familia destes virus ¢ derivado da palavra
grega herpein (“rastejar’), referindo-se ao estado latente e infeccoes
recorrentes tipicas. Estima-se que mais de 90% dos adultos foi
infectado com pelo menos um tipo viral (GUERRA et al., 2013).

Os virus segundo Sistema de Classificacdo de Baltimore,
sdo divididos em sete grupos (Tabela 1). No Grupo 1 estdo os
virus dsDNA que possuem material genético constituido por DNA
fita dupla e apresentam genoma circular ou linear, com tamanho
variando de 5 a 1180 Kb. Os maiores genomas virais conhecidos
até entdo sdo encontrados em componentes deste grupo. De todos
os virus dsDNA, apenas os da familia Polydnaviridae é a que possui
material genético segmentado, ja os membros das outras familias
possuem particulas virais que levam apenas uma Unica molécula de
DNA fita dupla, responsavel pela codificagdo dos genes contidos no
genoma viral (ACHESON, 2007; SSIB, 2011).
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Tabela 1: Sistema de classificagdo de Baltimore para virus.

SISTEMA DE CLASSIFICACAO DE BALTIMORE

GRUPO 1 Virus dsDNA
GRUPO II Virus ssDNA
GRUPO III Virus dsRNA
GRUPO VI Virus (+)ssRNA
GRUPO V Virus (-)ssRNA
GRUPO VI Virus ssSRNA-RT
GRUPO VII Virus dsDNA-RT

Fonte: ICTV Master Species list 2009

Os virus da familia Herpesviridae tém em comum, entre si,
a capacidade de causar a infec¢do primaria, e permanecer latente
e assim reativar e/ou induzir a formagdo de tumores (KIEFF &
RICKINSON, 2007)

Na Subfamilia Alfaherpesvirinae, existe o género Simplex
virus, com as espécies HSV-1 e HSV-2. O ciclo litico destes virus
ocorre em células epiteliais e o ciclo lisogénico em neurdnios. O
virus HSV-1 geralmente apresenta sintomatologia associada as
feriadas faciais, principalmente em labios na época de inverno ou em
periodos de estresse do infectado. O HSV-1 ¢ encontrado em 70%
dos cérebros analisados em doentes com Alzheimer (LOVHEIM et
al., 2014 ) e HSV-2 esta associada ao herpes genital (BAETEN et al.,
2008). Mesmo nao sendo simples, o Virus da Varicela-zoster (VZV,
HHV-3, Human Herpesvirus-3), também conhecido por catapora-
zoster no Brasil também faz parte desta subfamilia (NAGATA et al,
2012).

Na subfamilia Betaherpesvirinae ha as espécies HHV-5,
HHV-6 e HHV-7. O HHV-5 (HCMYV, Human Cytomegalovirus) € o
citomegalovirus que ao ser transmitido ao feto ¢ fatal (BHIMRAO
et al., 2015). Quando criancas ou adultos sdo acometidos ocorre
febre e pneumonia e hepatite. HHV 6 e 7 estdo associados a doenca
infantil infecciosa roséola e¢ infec¢do no sistema nervoso central
(DEWHURST et al., 2004; HALL et al., 2006)
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Na subfamilia Gamaherpesvirinae ha HHV-4 ¢ HHV-
8. HHV-4 ou Virus Epstein-Barr associado a doenga do beijo ou
mononucleose infecciosa. Envolvido na patogénese de alguns
cancros, como o linfoma de Burkitt, o carcinoma nasofaringeal e a
doencas autoimunes (HADEL et al., 2010; RAJCANI et al., 2014).
O HHV-8 ou KSHYV, Kaposi’s Sarcoma-associated Herpesvirus) —
¢ o virus que pode causar sarcoma de Kaposi (hemangiossarcoma)
tumor maligno de vasos sanguineos que acomete em maior frequéncia
pacientes imunocomprometidos (KEDES et al., 1996).

3. ESTRUTURA

A particula viral extracelular possui diametro de cerca de
150-180 nandmetros (nm). Esta cercada por um envelope que contém
projecdes glicoproteicas externas, de cerca de 8nm de comprimento
(Figura 1). O nucleocapsideo icosaédrico tem 162 capsémeros e
abriga um genoma viral de DNA de aproximadamente 172 mil pares
de bases (pb), com 60% do seu total composto de guanina e citosina;
que codificam aproximadamente 100 proteinas virais (BAER et al.,
1984; CRUCHLEY et al., 1997; KIEFF & RICKINSON, 2007;
MATSUURA et al., 2010 ).

Figura 1.1: Esquema simplificado da estrutura do EBV

membrane
glycoproteins

protein of the
tegument

Packaged RNAs
in EBV virions

viral DNA genome
capsid

Fonte: www.helmholtz-muenchen.de
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Ressalta-se que as proteinas latentes incluem os seis antigenos
nucleares (EBNAs 1, 2, 3A, 3B e 3C, e EBNA-LP) ¢ as trés proteinas
de membrana latentes (LMPS 1, 2A e 2B). EBNA-LP ¢ transcrito a
partir de um numero variavel de exons repetitivos. LMP2A LMP2B
e sdo compostas de varios exons, que estdo localizados em ambos os
lados da regido de repeticao terminal (TR), que ¢ formado durante
a circularizacdo do DNA linear para produzir o epissoma viral. Na
figura 2, os fragmentos BamHI sdo nomeados de acordo com o
tamanho, sendo o fragmento nomeado pela letra “A” ser o maior
fragmento e as letras mintisculas indicam os menores fragmentos.
Note-se que as proteinas LMP2 sdo produzidos a partir de RNAm
através de splicing que as repeti¢des terminais (TRs) no genoma de
EBV circularizado. E possivel observar por micrografia electronica
o virido do virus de Epstein-Barr (EBV). Atualmente ja se conhece
a localizagdo e a transcrigdo dos genes latente do EBV no dsDNA
epissomal do virus. A origem de replicagao (OriP) ¢ identificado
como também os exons que codificam para cada uma das proteinas
latentes transcritas.

Os RNAs EBER1 e EBER2 possui sua transcri¢do como uma
caracteristica consistente de infeccdo latente pelo EBV. A laténcia III
(Lat I1I), na qual todas as EBNAs sdo transcritos (a partir de qualquer
Cp ou Wp promotor) e codificados por mRNAs individuais que
sdo gerados por splicing diferencial do mesmo transcrito primdrio
de comprimento. A transcricdo EBNA1, que se origina a partir do
promotor Qp durante Lat I e LatI1. Transcri¢des da regido de BamHIA
pode ser detectada durante a infeccao latente, mas nenhuma proteina
proveniente desta regido tem sido definitivamente identificada.
As localizagdes das regides de codificacio ¢ BARFO BARF1 sdo
identificadas. A Localizacdo e leitura para as proteinas latentes do
EBV no mapa de restricio BamHI-endonucleoses do genoma do
prototipo B95.8. também ¢ possivel (YOUNG & RICKINSON,
2004).
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a EBV electron micrograph b EBV genome: latent genes
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Figura 1.2: a) Microscopia Eletronica do virido do virus de EBV. b) Diagrama de
localizagdo e a transcri¢do dos genes latente do EBV. A origem OriP ¢ mostrado
em laranja. As setas grandes solidas verdes representam os exons que codificam
proteinas latentes. As setas azuis na parte superior representam RNAs EBERI e
EBER2. A seta verde exterior uma forma de laténcia conhecido como laténcia III.
A seta curta interior representa a regido de transcricio EBNA1. As localiza¢des das
regides de codificagdo ¢ BARFO BARF1 sdo mostradas aqui. ¢) Localizagdo de
grelhas de leitura abertas para as proteinas latentes do EBV no mapa de restricao
BamHI-endonucleases do genoma do protétipo B95.8. Fonte: Modificado Lawrence
S. Young & Alan B. Rickinson (2004).

Herpesvirus entra na célula hospedeira de um processo
que envolve a fusdo das membranas virais e celulares. O aparelho
¢ constituido por fusdo do envelope da glicoproteina B (gB) e
um complexo de glicoproteinas heterodimérica feita H e L. A
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glicoproteina B ¢ a mais conservada da glicoproteina envelope em
herpesvirus humanos, e a estrutura de gB a partir do virus Herpes
simplex 1 (HSV-1) esta disponivel. Aqui, relatamos a estrutura
cristalina do ectodominio EBV gB secretada, que forma 16-nm de
comprimento trimeros spike-like, estruturalmente homologa aos
trimeros da proteina de fusdo G do virus da estomatite vesicular
(VSV). Andlises estruturais comparativos de EBV gB ¢ VSV G,
que foi resolvido nas suas pré e postfusion estados, langar luz sobre
residuos GB, podem estar envolvidos em mudancas de conformacgao
e a fusdo da membrana. Além disso, a estrutura de EBV gB revela
que, apesar da conservagdo da sequéncia de gB de alta em virus
de herpes, as orienta¢des relativas dos dominios individuais, as
distribuicdes de carga superficial, e os detalhes estruturais do EBV
gB diferir da proteina de HSV-1, indicando as regides e os residuos
que pode ter um papel importante na entrada especifica de virus.
(Figura 3) BACKOVIC et al., 2008)

v
£
o -
Stemj
regionsi A
“ e FL
Membrane Membrane

Figura 1.3: Estrutura do EBV gB ectodominio. (A) A subunidade gB ¢ colorida
de azul para vermelho, a partir de N e C terminal, que sdo rotulados N e C,
respectivamente. Os niimeros indicam residuos N-glicosiladas Asn, para que uma
unica molécula de NAG ¢ modelado. FLs sdo marcados e apontam na mesma
direcgéo que o terminal C de gB. (BACKOVIC et al., 2008)
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As proteinas gH e gL associam-se para formar um complexo
heterodimérico, que € necessaria para a fusdo da membrana eficiente
e também implicada na ligagao directa a células epiteliais receptores
celulares necessarios para a entrada viral. Para ter uma visao sobre o
papel mecanicista do GH / GL, determinamos a estrutura de cristal do
complexo EBV gH / GL. A estrutura ¢ composta de quatro dominios
organizados ao longo do eixo mais longo da molécula. Comparagdes
com homologos HSV-2 GH / GL e estruturas gH virus da pseudo
parcial apoiar os limites de dominio de determinados para a estrutura
EBV gH / GL e ilustrar diferencas significativas em angulos de
embalagem interdomain.

As subunidades gL e N-terminais de residuos de gH formar
um dominio globular em uma extremidade da estrutura, implicados
nas interac¢des com o gB e activagdo de fusdo de membrana. O
dominio C-terminal de gH, proximal a membrana virai, também
esta implicada na fusdo da membrana. A estrutura gH / gL localiza
um motivo de ligacao a integrina, implicada na invasao das células
epiteliais, em um circuito de destaque na regido central da estrutura.
Varias regides do GH / GL, incluindo seus dois extremos, siao
funcionalmente importantes, de acordo com os multiplos papéis do
GH / GL na entrada de EBV. (Matsuura et al, 2010)

Figura 1.4: Estrutura do EBV GH
e GL heterodimero: (A) Diagrama
esquematico das estruturas de
dominio EBV GH e Gl. Os nimeros
de sequéncia sdo indicados abaixo;
(B) da fita da estrutura EBV GH / GL.
GH ¢ de cor azul em DI, magenta no
D-II, verde em D-III, e amarelo em
D-IV. GL ¢ de cor vermelha; (C) da
superficie da estrutura de EBV GH /
GL colorido pelo dominio como em
B. (modificado: MATSUURA et al.,
2010)
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Assim, ao conhecermos o historico da descoberta e as
tecnologias atuais utilizadas para aprofundas os conhecimentos
sobre 0 EBV permitem que a etioepidemiologia, fisiopatologias
associadas possam ser estudadas e terapé€uticas preventivas/
curativas sejam desenvolvidas.
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CAPITULO 2

Formas de transmissdo do virus Epstein-Barr
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1. TRANSMISSAO DO VIiRUS EPSTEIN-BARR

A principio, estudos sugeriam que o sitio primario da
infeccdo com virus Epstein-Barr (EBV) ocorria com a replicagdo
do virus nas células epiteliais para posteriormente infectar células B
(SIXBEY et al., 1983). Estudos mais avangados propuseram que oS
locais de persisténcia do EBV, no individuo, sdo de fato as células B
(BABCOCK et al., 1998, (YOUNG & RICKINSON, 2004).

O EBYV ¢ transmissivel pela saliva e fluidos corporais que
em contato com a mucosa infecta inicialmente as células epiteliais da
orofaringe, nasofaringe e glandulas salivares, onde frequentemente
ocorre replicagdo. Posteriormente, os virus alcancam tecidos
linfaticos adjacentes e infectam linfocitos B através da ligag@o entre
a glicoproteina viral gp350/220 e o receptor CD21 dessas células de
defesa. Apos essa associag@o, o virus penetra nos linfocitos B por
fusdo do envoltorio com a membrana celular e o capsideo € entdo
liberado no citoplasma. O genoma antes linear ¢ transportado para
o nucleo tornando-se circular, permanecendo em estado latente, sob
a forma de DNA epissomal extracromossomico. Os linfocitos B
infectados podem disseminar para outros tecidos linfoides, entretanto
¢ importante ressaltar que particulas virais devem estar disponiveis
nas glandulas salivares para que seja possivel a sua transmissao,
como mostra a Figura 2.1 (Modificado LIMA & RABENHORST,
2006).
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Figura 2.1: Representa¢do do ciclo do virus Epstein-Barr. Fonte: Adaptado de
http://www.immunopaedia.org.za/typo3temp/pics/7d1934a073.jpg.

O genoma viral pode passar por duas fases na célula
hospedeira: os ciclos de vida litica e o lisogénio ou latente. Em
ambos os casos, 0 virus utiliza a maquinaria da célula hospedeira
para efetuar a replicacdo continua do seu material genético, ou seja,
a replicacdo do EBV na célula depende inteiramente de ferramentas
de replicagdo da célula hospedeira. A diferenca principal dos ciclos
de vida ¢ que no periodo de laténcia, o virus permanece quiescente
dentro dos linfocitos, sem destruir tais células. Em contrapartida,
no ciclo litico ha ocorréncia de lise celular, libertando os virus
remanescentes para que estes atinjam novos tecidos e sejam capazes
de promover a infec¢do em mais células (COHEN, 2000; YOUNG,
DAWSON & ELIOPOULOS, 2000.)

Durante as infecgdes latentes, € possivel verificar a expressao
de alguns genes virais que codificam seis proteinas conhecidas como
antigenos nucleares do EBV, como descrito nos trabalhos de Ribeiro-
Silva & Zucoloto (2003) e Young & Rickinson (2004):

*  EBNA-1: a proteina do antigeno nuclear 1 liga-se ao DNA do
hospedeiro fazendo com que o genoma permaneca na célula
infectada; portanto desempenha um papel crucial na manutengao
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da infec¢do latente pelo EBV. O EBNA-1 ¢ essencial para
a replicagdo do genoma viral, sendo um regulador chave na
transcrigdo dos genes latentes.

*  EBNA-2: o0 antigeno nuclear 2 aumenta a expressao das proteinas
celulares que contribuem para o crescimento das células B. Ou
seja, o antigeno EBNA-2 ¢ crucial para a proliferacao celular das
células-alvo infectadas.

*  EBNA-3: a familia EBNA-3 também parece ter importante
papel na transformacéo de linfocitos B, ja que esta envolvido na
transcricdo de genes essenciais dessas células.

*  EBNA-4, EBNA-5, EBNA-6: proteinas associadas a ativagao ou
inibicdo de genes de interesse.

Além dos EBNA'’s, dois tipos de RNA nao transladado
(EBER’s) e trés proteinas latentes de membrana (LMP-1, LMP-2A,
LMP-2B) também ganham destaque pelo controle génico, permitindo
ora o estado de laténcia do virus ora a sinaliza¢do do ciclo litico
(TAKACS et al.,, 2010).

Acredita-se que os EBER’s nao codificam proteinas, mas
podem atuar como oncogenes, além de bloquearem a apoptose. As
proteinas latentes de membrana (LMP’s) parecem estar relacionadas
a ativacdo de genes necessarios para a proliferacdo de linfocitos,
0 que torna um indicativo de que tais participam do processo de
transformacao neoplasica (RIBEIRO-SILVA & ZUCOLOTO, 2003).

Dessa forma, quando o EBV esta associado a linfomas, a
proliferacdo induzida pelo virus ¢ uma etapa de um processo com
multiplos momentos de transformagdo neoplasica. Em muitos
tumores que contém o EBV, as LMP’s simulam os membros da
familia de receptores do fator de necrose tumoral (TNF), transmitindo
sinais de promog¢do do crescimento, principalmente no sistema
linfoproliferativo (OLIVEIRA et al.; 2012).

A Tabela 1 sintetiza os genes do EBV que s3o expressos em
estado de laténcia, bem como as respectivas doengas que podem ser
originadas pela correspondente expressao. O virus estabelece uma
relacdo de laténcia com o organismo infectado associado ao seu
potencial oncogénico (YOUNG & RICKINSON, 2004), entretanto os
detalhes acerca do seu papel na tumorigénese humana e as patologias
associadas serdo descritos minuciosamente no capitulo seguinte.
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Tabela I: Tipos de expressio dos genes latentes, do virus Epstein-Bair
Laténcia EBNA1 EBNA2 EBNA3 LMP1 LMP2 EBER Doenca

Linfoma de Burkitt.

Tipo 1 + - - - - +/- . .-

Carcinoma mamario.
. Carcinoma de nasofaringe.

Tipo 2 + - - + + + ° . N
Doenga de Hodgkin . Linfoma T.
Doengcas Infoproliferativas

Tipo 3 + + + + + + - e e
.Mononucleose mfecciosa.

Tipo 4 - - - + + + Portador saudavel

Legenda: EBNA. antigeno nuclear do virus Epstein-Barr: LMP. protea latente de membrana: EBER RNA, codificado do virus
Epstein-Barr. + expressa o gene, - ndo expressa o gene. +/- pode ou nio expressar o gene.

Fonte: Ribeiro-Silva & Zucoloto (2003).

Tendo como base os ciclos de vida concomitante aos principais
genes expressos pelo virus Epstein-Barr, podemos esclarecer todo
o processo de infeccdo do EBV. Abaixo apresentamos uma figura
esquematica (Figura 2.2) elucidando as principais etapas de infeccdo
do Epstein-Bar:

- B call

Cripta -

“Haiva™
Programa da
crenchmeato
Programa da parada

O Programa do lassacia
G Ragplcagho viral

& s

r HEY

ciratagio Q)

Figura 2.2: Esquematica do processo de infec¢do do EBV: a) O virus entra por meio
da saliva em estruturas linfoepiteliais; b) atravessa a barreira epitelial; c) infecta as
células B “naive” (linfocitos que ainda ndo foram expostos a antigenos) e promove
a expressdo do programa de crescimento do EBV sob a regulacdo do antigeno
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nuclear 2 (EBNA-2). d) O crescimento ¢é estagnado pelo desligamento do EBNA-
2; e) Na auséncia do antigeno 2 ha expressdo da proteina de membrana latente 1
(LMP-1). e) Os virus no estado de laténcia presentes nas células de memoria entram
na circulagdo periférica por meio dos vasos linfaticos eferentes. f) As células de
memoria podem entrar novamente na mucosa e, g) a partir de entdo expressam
proteinas que proporcionam os sinais necessarios para a sobrevivéncia a longo prazo
das particulas virais. h) Por fim, parte das células infectadas inicia a replicagdo viral,
podendo ocorrer o processo de evasdo para outros tecidos. Fonte: http://www.nature.
com/nri/journal/vl/nl/images/nri1001-075a-f4.gif.

2. MONONUCLEOSE INFECCIOSA

A mononucleose infecciosa (MI), popularmente conhecida
como “Doenca do Beijo”, caracteriza-se por uma patologia
transmissivel, causada por infec¢do primaria pelo Epstein-Barr que
afeta, principalmente, criangas e jovens (NAKAOKA et al., 2013). A
associacdo entre infecgdo por este virus e mononucleose infecciosa
foi claramente estabelecida em 1968 (COSTA & VALLADA, 2007).

Usualmente, a mononucleose infecciosa € assintomatica,
podendo permanecer durante toda a vida do hospedeiro (OLIVEIRA
et al., 2012). No entanto, em casos de mononucleose sintomatica
os principais indicios consistem em febre glandular (sintoma
predominante da infeccdo), dores de cabeca, inflamacao na garganta
que nao melhora com o uso de antibioticos, inchago dos ganglios
linfaticos no pescoco e axilas e das amigdalas, entre outros. (BRASIL,
2010). A sintomatologia surge apds periodo de incubagdo de quatro a
oito semanas (NAKAOKA et al., 2013).

Comumente a mononucleose ¢ sindromica e caracteriza-se
pela triade: febre elevada e prolongada, faringite ou amigdalite e
adenopatias. Contudo, pode cursar com:

* Rash cutineo (exantema): erupgoes cutaneas;

*  Hepatoesplenomegalia: aumento do tamanho do figado e
bago;

* Linfonodomegalias: aumento do tamanho dos linfonodos;

* Linfocitose: aumento do numero de linfocitos no sangue,
especialmente linfocitos atipicos (Figura 2.3).
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Figura 2.3: Comparagdo imunocitoquimica entre linfécitos normais ou tipicos e
linfocitos atipicos ou transformados. Fonte: http://ddcnovasprespectivas.blogspot.
com.br/2014 01 01 archive.html

As complicagdes neurologicas sdo raras e incluem
meningoencefalite, paresia de mnervos cranianos, meningite,
cerebelite aguda, encefalite, mielite transversa, entre outros processos
inflamatdrios no sistema nervoso (NAKAOKA et al., 2013).

A MI apresenta distribuigdo universal, podendo ocorrer em
qualquer faixa etaria. Acredita-se que em paises em desenvolvimento
a infeccao pelo virus ocorra, predominantemente, na infancia. Em
contrapartida, em nagdes economicamente desenvolvidas, a infecgao
pelo EBV ¢é mais provavel que ocorra tardiamente, no periodo
compreendido entre 10 e 30 anos (GROTTO et al., 2003).

No mais, a prevaléncia da doenga acomete especialmente
individuos entre 15 e 25 anos de idade. O processo infeccioso ocorre
em ambos os sexos, ndo ha preferéncia por etnia e também nao ha
predominio sazonal (COHEN, 2008; SCHOOLEY, 2009).

A transmissao ocorre por via oral através de contato intimo
com a saliva de um hospedeiro infectado — motivo pelo qual é também
denominada “Doenca do Beijo”. Apesar de sua facil transmissdo, a
mononucleose ndo ¢ tdo contagiosa € nem mesmo causa epidemias.
Normalmente a enfermidade ocorre uma vez na vida de um individuo,
mas casos de recorréncia nao devem ser descartados, especialmente
em pacientes imunocomprometidos (OLIVEIRA ef al., 2012).

Nainfecgdo primaria, 0 EBV infecta e multiplicanos linfécitos
B, enquanto linfocitos T citotoxicos especificos sdo desenvolvidos
e regulam a proliferacdo das células infectadas. Lembrando que
anteriormente a permanéncia do virus nas células-alvo (células B),
pode ocorrer replicagdo do agente etioldogico no epitélio orofaringeo
e, consequente liberagao do virus na saliva (GROSS, 2009).
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Ap0s a infecgdo e evasdo das particulas virais, a proliferacao
das células infectadas resulta em aumento do tecido linféide em
diferentes regides somaticas. Os titulos de imunoglobulina M (IgM)
— anticorpos heteréfilos produzidos pelas células infectadas — se
elevam. Tais anticorpos heteréfilos sdo células de defesa produzidas
em resposta a antigenos pouco definidos, caracterizando-se por uma
atividade multiespecifica (COSTA & VALLADA, 2007).

A imunidade celular ¢ mais importante do que a resposta
humoral no controle do processo infeccioso desencadeado pelo
EBV. Na fase inicial da infec¢do, as células T supressoras,
as células natural killer (NK) e as células T citotoxicas
inespecificas sdo importantes no controle da proliferacdo dos
linfocitos B infectados pelo virus. Em uma fase subsequente
da infec¢do, ocorre a producao de células T citotoxicas HLA-
restritas, as quais reconhecem os antigenos nucleares do EBV
(anti-EBNA) e as proteinas latentes de membrana (LMP), bem
como destroem as células infectadas. No entanto, se a imunidade
mediada por células T for comprometida, tais células poderao
proliferar (COSTA & VALLADA, 2007; OLIVEIRA et al.,
2008).

A principal caracteristica patologica da MI ¢ a notavel
resposta proliferativa no ambito do sistema mononuclear
fagocitario, especialmente nos linfonodos. O bago ¢ marcado
pela infiltracdo de sua estrutura fibromuscular por células
mononucleares, de modo que tanto a capsula como as trabéculas
sdo invadidas pelos linfocitos em proliferagdo. A medula
Ossea pode apresentar hiperplasia generalizada dos elementos
eritréide, mieloide e megacariocitico (GROSS, 2009).

Existem outras enfermidades associadas ao virus
Epstein-Barr — além da MI —, dentre as quais se podem
mencionar as doencas linfoproliferativas, descritas em pacientes
com imunodeficiéncia congénita ou adquirida, incluindo
enfermos com sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS)
e naqueles receptores de transplantes de medula dssea ou de

orgaos que estejam sendo tratados com imunossupressores
(COHEN, 2008).
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1. FISIOPATOLOGIAS ASSOCIADAS AO VIRUS
EPSTEIN-BARR

A importancia de se estudar o virus Epstein-Barr (EBV) vai
além da obtencdo de conhecimentos acerca da sua genética. O fato
de este virus estar relacionado a diversas patologias graves faz com
que o estudo do EBV passe a ser uma questao de saude publica e de
importancia para a humanidade.

Denis Parsons Burkitt ao descobrir o linfoma muito comum
na Africa Subsaariana (Linfoma de Burkitt) aprofundou seus estudos
e ao avaliar micrografias eletronicas de cé€lulas cultivadas a partir
deste linfoma observou a presenca do EBV. Assim, a ligacao entre o
EBYV e este linfoma tornou-se a primeira de uma inesperada e grande
variedade de associacdes descobertas entre este virus e varios outros
tumores (YOUNG & RICKINSON, 2004).

Em 1970, O DNA do EBV foi detectado em tecidos de
pacientes com carcinoma nasofaringeo (ZUR HAUSEN et al.,
1970). Na década de 1980, o EBV foi associado ao linfoma nao
Hodgkin e a leucemia de células pilosas, em pacientes com a
sindrome da imunodeficiéncia adquirida, conhecida como AIDS ,
além de acarretar a mononucleose infecciosa (GREENSPAN ef al.,
1985). Desde entdo, o EBV tem sido identificado em varios tumores,
incluindo as sindromes linfoproliferativas de células B, o linfoma de
células T e a doenga de Hodgkin (WEISS et al., 1989).

Em 1997, o virus Epstein-Barr foi classificado pela
International Agency for Research on Cancer, como um carcindgeno
de grau I que, comprovadamente, causa neoplasias em humanos
(NIEDOBITEK, 1999).
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Também existem evidéncias de que o EBV possa
estar associado a outros tumores malignos, como o carcinoma
gastrico, o carcinoma mamario, o leiomiossarcoma, em pessoas
imunodeprimidas, o carcinoma linfoepitelioma-like de glandulas
salivares, pulmdo, timo, trato hepatobiliar e es6fago (RIBEIRO-
SILVA e ZUCOLOTO, 2003).

A Mononucleose Infecciosa, patologia provocada por
infecgdo primaria do virus EBV, foi elucidada no capitulo anterior,
sendo assim, trataremos a seguir das demais patologias interligadas
ao mesmo agente etioldgico.

1.1. Linfoma de Burkitt

O linfoma de Burkitt ¢ um linfoma linfocitico raro com
pouca diferenciacdo, caracterizado pela proliferagdo monoclonal
de linfocitos-B (FREITAS et al., 2008). E um tipo de linfoma
ndo-Hodgkin altamente agressivo, que exibe um elevado grau de
proliferagdo celular dentre os neoplasmas humanos (BOERMA et al.,
2004).

Tal doenga ocorre predominantemente nas primeiras décadas
de vida sendo mais comum em homens e esta neoplasia possui
grande afinidade pelos ossos gnaticos, especialmente maxila (Figura
1) (BREGANI et al., 2004). Na cavidade oral, este tumor pode
progredir muito rapidamente e se apresentar como uma tumefagao
facial ou uma massa exofitica envolvendo os maxilares (FREITAS et
al., 2008).

Diversos estudos sugerem fortemente a participacdo do EBV
na patogénese do linfoma de Burkitt. Sequéncias do DNA deste
virus podem ser evidenciadas nas células-B e elevados titulos de
anticorpos contra o EBV sao encontrados nos pacientes portadores
desta patologia (NILLER et al., 2005). Estudos sugerem que o EBV
inibe a morte celular programada e contribui para o desenvolvimento
e manutencdo do linfoma de Burkitt (HAMMERSCHMIDT &
SUGDEN, 2004).
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Figura 3.1. Paciente diagnosticado com Linfoma de Burkitt. (A) Assimetria facial
grave no lado direito . (B) Lesao oral no maxilar direito. (PEREIRA et al., 2010).

1.2. Doenca de Hodgkin

O linfoma de Hodgkin ¢ uma doenca linfoproliferativa que
foi descrita por Thomas Hodgkin em 1832, sendo caracterizada
histopatologicamente pela presenga de células neoplasicas
denominadas Reed-Sternberg - RS (Figura 2), cuja morfologia é
variada (MONTEIRO, 2010). Tal anomalia pode ocorrer em qualquer
faixa etaria, no entanto, ¢ mais comum na idade dos 15 aos 40 anos,
atingindo maior frequéncia entre 25 a 30 anos. Os 6rgaos e tecidos
que compdem o sistema linfatico incluem linfonodos, timo, bago,
amigdalas, medula 6ssea e tecidos linfaticos no intestino (BASTIANI
etal.,2014).

A doenca de Hodgkin surge quando um linfécito (mais
comumente um linfécito B) se transforma de uma célula normal
em uma célula maligna, capaz de crescer de forma descontrolada
com o intuito de disseminar-se. A célula maligna comeca a produzir,
nos linfonodos, copias idénticas também chamadas de clones
(BASTIANI et al., 2014).

Segundo Hjalgrim e colaboradores (2000) parece haver um
risco aumentado de linfoma de Hodgkin em pacientes com uma
historia de mononucleose infecciosa causada pelo EBV.
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A correlagdo do EBV com a doenca de Hodgkin pode ser
devido a fatores histologicos e geograficos. No Brasil, foi descrito
que em 91% dos casos examinados, foi possivel identificar por meio
da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) o DNA do EBV no plasma
de individuos com doen¢a de Hodgkin em residentes do Rio de
Janeiro (MONTEIRO, 2010).

Figura 3.2. Células de Reed-Sternberg marcadas pelo CD 20 (GIESTA et al., 2009).

1.3. Carcinoma de Nasofaringe

O carcinoma da nasofaringe (NPC) constitui um tipo distinto
de cancro da cabeca e pescoco. Segundo a Organizagdo Mundial
de Saude (OMS) existem 3 tipos histologicos do NPC baseados
no grau de diferenciagdo. O Tipo I diz respeito aos carcinomas
epidermoides queratinizantes, o Tipo Il aos ndo queratinizantes e
o Tipo III aos carcinomas indiferenciados, também denominados
de linfoepiteliomas, caracterizados por um infiltrado linfocitico
proeminente. Esta interagdo entre células tumorais e linfocitos parece
ser crucial para a propaga¢ao continua do componente maligno dos
carcinomas do Tipo III (MARKS & MENCK, 1998). Destes, as
variantes II e III sdo as mais frequentes e apresentam caracteristicas
etiologicas comuns sendo associadas a infeccao pelo EBV (BREDA
etal., 2010).

Ainda segundo Breda (2010), os tumores da nasofaringe
sdo constituidos por células neoplasicas derivadas do epitélio ndo
queratinizante com um infiltrado linfocitario do estroma e apresentam
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um prognostico reservado entre os tumores malignos da cabega e
pescogo. Estudos publicados demonstraram que a infecgdo por EBV
nas células epiteliais da nasofaringe ocorre antes da expansao clonal
da populagdo de células tumorais (RAAB-TRAUB, 1992).

Estudos em tecidos normais da nasofaringe e em biopsias de
tecido pré-maligno demonstram a presencga de alteracdes genéticas
numa fase precoce da carcinogénese, indicando que a infeccao
estavel das células epiteliais pelo EBV requer um ambiente celular
alterado (YOUNG e RICKINSON, 2004). Diversos trabalhos e
pesquisas alegam a associagdo da infec¢do pelo virus EBV com
desenvolvimento de carcinoma da nasofaringe (SPANO et al., 2003).

1.4. Carcinoma gastrico

Existemdiversos fatores relacionados com o desenvolvimento
de cancer gastrico, dentre eles, o elevado consumo de sal, alimentos
em conserva contendo compostos nitrogenados, baixo consumo de
frutas e vegetais, cirurgia gastrica, lesdes benignas prévias, tabagismo
e infecgdo por Helicobacter pylori (LIMA et al., 2011). Com relagdo
aos adenocarcinomas, os quais respondem por 90% a 95% dos
canceres de estomago, desde o inicio da década de 1990 que o EBV
tem sido apontado como fator de risco para o desenvolvimento dessa
neoplasia (SHANG & PENA, 2005).

A indicacdo de que o Epstein-Barr esteja relacionado ao
processo oncogénico em carcinomas gastricos — CGs (Figura 3) ¢
baseada no significativo percentual de associagdo do EBV com esses
tumores, pois observa-se a presenca do virus em quase todas as
células tumorais dos carcinomas gastricos EBV positivos e o carater
monoclonal dessas células (LIMA & RABENHORST, 2006).

Alguns estudos apontam para ocorréncia de metilagdo de
supressores tumorais induzida pelo EBV como um dos mecanismos
virais nesse processo. Estudos de Chong e colaboradores
demonstraram que apesar da elevada frequéncia de metilagdo
encontrada nos genes pl4, pl5, pl6, TIMP- 3, E-caderina, DAPK,
GSTPi e MGMT em CGs EBV positivos, observaram a supressao da
expressao de DNA metiltransferases, uma enzima responsavel pela
metilagdo do DNA, o que sugere uma via alternativa do virus para
metilacao desses genes (CHONG et al., 2003).
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Apesar de haver consenso sobre alguns aspectos
epidemiologicos e patologicos relacionados com a infecgdo pelo
EBV em carcinomas gastricos, a literatura ainda apresenta alguns
pontos controversos devido a complexidade desse tipo de cancer
(LIMA et al., 2011).

ST AL ST

Figura 3.3. Presenca de EBV em carcinoma gastrico detectada pela técnica de
hibridizagdo in situ. (A) Carcinoma do tipo intestinal de Lauren exibindo intensa
marcagdo nuclear (400x); (B) Carcinoma do tipo difuso de Lauren exibindo
marcagdo nuclear intensa e difusa (600x) (LIMA et al., 2011).

1.5. Carcinoma mamario

Os trés virus mais estudados como possiveis causas de
cancer de mama humano sdo o MMTYV, o EBV e o virus do papiloma
humano (HPV), sendo que o MMTYV e o EBV ocorrem em até 37% e
50% dos casos de cancer de mama, respectivamente (RODRIGUES
& ROCHAEL, 2012).

Pesquisadores conseguiram demonstrar através de PCR
a presenca de EBV em 51 de 100 casos de carcinoma invasivo
primario da mama. Tomando alguns espécimes positivos, puderam
constatar através de imunohistoquimica, a expressao de EBNA-1
(antigeno muclear do EBV) em uma fracdo de células tumorais e
a auséncia da expressdo de EBER’s. Recentemente, foi observado
a presenga deEBV do virus em 42% dos carcinomas estudados,
através de PCR e imuno-histoquimica, caracterizados também pela
expressdao de EBNA-1 e auséncia de LMP-1 (proteina de membrana
latente), e EBER-1 (pequenos RNAs codificados do Epstein-Barr).
E ainda, o EBV foi detectado em lesdes pré-malignas, o que aponta
para a participagdo do virus na carcinogénese mamaria (LIMA &
RABENHORST, 2006).
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1. Doencas autoimunes sistémicas

Também chamadas de doengas reumaticas do tecido
conjuntivo, tais disfungdes sdo caracterizadas pela sobreposi¢ao de
sintomas clinicos e auto anticorpos - proteinas do sangue que se viram
contra partes do proprio organismo - caracteristicos (DRABORG et
al., 2013).

Acredita-se que a etiologia destas doencgas seja multifatorial,
ou seja, fatores genéticos e ambientais contribuem para seu
desenvolvimento (CRUZ-TAPIAS et al., 2012). Os principais fatores
de risco ambiental s3o as infecgdes, incluindo o EBV que € suspeito
de ter um papel central na patogénese das doengas autoimunes
(DRABORG et al., 2013).

O lipus eritematoso sistémico ¢ uma doenca autoimune
rara, com uma prevaléncia de 0,09% e 9 em cada 10 pacientes
sao mulheres (SMITH & GORDON, 2010). Os sintomas mais
comuns sao o “butterfly rash” (“asas de borboleta”) na regido malar,
fotossensibilidade, ulceras de nasofaringe, artrite, doengas renais
¢ hematologicas, e auto anticorpos contra componentes nucleares
(PONS-ESTEL et al., 2010).

O processo tipico da doengca ¢ demonstrado por periodos de
exacerbacao da doenga alternando com remissdo (DRABORG et al.,
2013).

Muitos estudos tém relacionado O EBV para o
desenvolvimento do lapus eritematoso sistémico. Pacientes
acometidos com tal doenga mostraram ter uma carga elevada viral
anormal em células mononucleares de sangue periférico (PBMCs),
quando comparadas com pacientes controles saudaveis com um
aumento de 10-40 vezes. A carga viral foi considerada associada
com atividade da doenca e independente de ingestdo de medicagdo
imunossupressora. Além disso, um nivel elevado do DNA do EBV
foi encontrado no soro de 42% de pacientes com lipus eritematoso
em comparacdo com apenas 3% de controles saudaveis (LU et al.,
2007).

As conclusdes sobre o aumento da carga de EBV sugerem
replicacao litica de EBV ativa em pacientes com lipus eritematoso
sistémico (DRABORG et al., 2013).
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A artrite reumatéide (AR) é uma doenga autoimune comum
com uma prevaléncia de cerca de 1% e uma incidéncia de 5-50 por
100.000 por ano sendo trés vezes mais mulheres do que pacientes do
sexo masculino (SCOTT et al., 2010).

Os sintomas mais comuns incluem artrite (Figura 4),
complicagdes cardiovasculares, sindrome metabdlica, cognitiva
disfunc¢do, e depressao. Além disso, sdo observados envolvimento de
pulmdes, rins, pele em pacientes com AR (MCLLNNES e SCHETT,
2011). Outro fator de risco ambiental para o desenvolvimento de
AR, além de infecgdes, ¢ o tabagismo e outras formas de estresse
pulmonar (DRABORG et al., 2013).

Ha tempos, o EBV tem sido suspeito em ter um papel na
patogénese da artrite reumatdide. Através da utilizagcdo de varios
métodos como hibridagédo in situ e PCR, foi visto o DNA/RNA do
EBYV em células mononucleares de sangue periférico, saliva, liquido
sinovial, e membranas sinoviais de pacientes com AR (BLASCHKE
et al., 2000).

Uma frequéncia de 10 vezes mais de células B infectadas pelo
virus Epstein-Barr foi observada em pacientes com AR em relacdo
a controles saudaveis (BALANDRAUD et al., 2003). Resultados
indicam uma infeccgdo litica generalizada do virus em pacientes com
AR, que também se localiza nas articulagdes, o que sugere um papel
do EBV nas células infectadas por inflamacgao sinovial de pacientes
com artrite reumatoide (CROIA et al., 2012).

Figura 3.4. Deformacao da mao conhecida como “pescoco de cisne”
(GOELDNER et al, 2011).
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1.7.  Mecanismos tumorigénicos

O EBY, agente etioldgico da mononucleose, foi o primeiro
virus a ser descoberto como oncogénico, podendo ser associado aos
linfomas, destacando-se os de Hodgkin (LH), Burkitt, ao carcinoma
indiferenciado da nasofaringe, entre outros (SHIRATA et al., 2008).

As células com infeccdo latente podem perder o controle
de proliferagdo por mecanismos ainda pouco elucidados, mas
que provavelmente estejam relacionados a disfungdes do sistema
imunoloégico e ao gene BZLF1 do EBV, que desempenha um papel
chave nesse processo (RIBEIRO-SILVA & ZUCOLOTO, 2003).

Ha evidéncias que o EBNAT1 possa atuar como um oncogene
(RIBEIRO-SILVA ¢ ZUCOLOTO, 2003).Virtualmente, o EBNAI
¢ expresso em todos tecidos neoplasicos, associados ao EBV, mas
o nivel de expressdo pode variar entre os tipos de tumores. Ja o
EBNAZ2 induz a ativacao do ciclo replicativo do EBV e sua expressao
¢ fundamental para a transformagdo neoplasica de linfocitos B e o
EBNA3 ¢ essencial para a transformagdo neoplasica de linfocitos
B, porque regula a transcricdo de genes envolvidos no processo de
imortalizag@o dessas células (FUIIWARA, 2001).

Em relacdo aos EBER’s, t€ém sido relatado que esses
conferem resisténcia a apoptose em células de linfoma de Burkitt
e tumorigenicidade em camundongos SCID (camundongos com
imunodeficiéncia combinada severa ), além de induzir a transcrigao
de IL-10 (interleucina 10) em células de Linfoma de Burkitt (LIMA
& RABENHORST, 2006.
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CAPITULO 4
Diagnédsticos do virus Epstein-Barr

Ana Beatriz Almeida de Moraes
Kellen Cristina Torres Costa

1. IMPORTANCIA DO DIAGNOSTICO

Devido a presenga do virus Epstein-Barr se apresentar
na maioria da populagdo de forma assintomatica, a investigagdo
da complei¢dao do virus geralmente s6 ocorre quando o individuo
procura atendimento meédico, normalmente apresentando alguns
sintomas das doencas associadas ao EBV, na maioria das vezes,
mononucleose infecciosa e alguns tipos de linfomas. O diagndstico
clinico ndo pode confirmar a presenga do virus, porém a presenca de
sintomas tipicos das doengas associadas ¢ o primeiro passo para a
investigagcao necessaria (AMON; FARRELL, 2005).

O diagnostico correto deve confirmar a carga viral do EBV
presente no organismo por meio de exames laboratoriais especificos
e assim, tentar prevenir outras complicagdes que poderiam estar
relacionadas a presenga do virus, principalmente em individuos que
apresentam algum tipo de imunocompeténcia, onde as complicac¢des
sdo recorrentes e surgem de forma agressiva, podendo ser letal,
apesar de raro, em alguns casos (OLIVEIRA et al, 2012).

A detec¢do do virus pode ocorrer por contribuicdo de
diversas técnicas como, PCR (Reagdo em cadeia de polimerase),
hidridagao in situ, técnicas imunohistoquimicas, imunocitoquimicas
e uso de microscopia dptica ou eletronica (FIGUEIREDO, 2009).
Ainda, outras tecnologias recentes, como o desenvolvimento de
biossensores, estdo sendo avaliadas e aperfeicoadas no intuito de
revolucionar o diagnéstico de doengas (ALVES-BALVEDVI et al.,
2014).
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1.1.  Testes imunohistoquimicos (IHQ)

A presenca do virus EBV pode ser confirmada de forma
eficaz através de exames imunohistoquimicos (IHQ), ou seja, testes
que envolvem a deteccdo da expressdo de proteinas localizadas
nas células dos tecidos utilizando o principio antigeno/anticorpo.
Estes testes podem ser realizados usando amostras de fase aguda
da manifestagdo de sintomas, onde o tecido (biopsia) ¢é testado com
anticorpos para EBV com diversos antigenos associados que sdo
revelados por um marcador visual e posteriormente examinados por
meio da microscopia Optica ou eletronica (HENLE et al, 1974).

A interpretagdo da relacdo dos anticorpos heterofilos e dos
anticorpos contra antigenos especificos ¢ de suma importancia na
investigacdo das infecgdes causadas pelo virus EBV, os anticorpos
heteréfilos sdo anticorpos IgM que reagem contra antigenos da
superficie de hemdcias de outras espécies mas ndo reagem com
antigenos de células renais de uma cobaia,estdo presentes em cerca
de 90% dos pacientes com mononucleose infecciosa (MI), durante
algum momento da evolugdo da doenga, a avalia¢ao destes anticorpos
normalmente ocorre por dois métodos similares: Monoteste e Reacéo
de Paul Bunnell Davidsohn (HENLE et al., 1974).

1.2. Monoteste e Reacdo de Paul Bunnell Davidsohn

O monoteste ¢ normalmente o primeiro teste solicitado
quando ha suspeita de infecgdo pelo virus epstein-barr. Trata-se de um
teste de aglutinag@o rapido e simples denominado hemaglutinagao
direta, o qual se assemelha, quanto a sensibilidade, ao teste de Paul
Bunnell Davidsohn (LLOR et al., 2012).

O teste de Reagao de Paul Bunnell Davidsohn ¢ utilizado
quando ocorre aglutinagdo de hemacias de carneiro em titulo igual ou
superior a 1/56, assim, ¢ avaliada a absor¢do do soro com hemacias
de boi e rim de cobaia. Quando o diagnostico de Mononucleose
infecciosa é confirmando ha reducdo de cerca de 90% do titulo do
soro apos absor¢do por hemacias do boi, a avaliacdo da absor¢ao
permite diferenciar os anticorpos presentes antes e depois da infeccao.
Normalmente estes se tornam positivos na presenca da mononucleose
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infecciosa em torno de quatro semanas apos a infecgdo, retardam
sua concentragdo, mas ainda podem ser detectados por alguns meses
apos a fase aguda (LLOR et al, 2012) . Porém, podem ocorrer
resultados do tipo falso — positivo, quando o individuo ¢ portador
de outras doencas, como a doenga de chagas e hepatite, ou ainda,
ndo ser detectaveis (criancas menores de quatro anos). Neste caso,
existe a necessidade da determinag@o de anticorpos para antigenos
especificos (RICHARD et al., 1999).

Porém, podem ocorrer resultados do tipo falso-positivo,
especialmente quando o individuo ¢ portador de outras doengas,
como a doenga de chagas ou hepatite, ou ainda ndo ser detectaveis,
(criangas menores de quatro anos). Nestes casos, a necessidade da
determinagdo de anticorpos para antigenos especificos torna-se
essencial (RICHARD et al., 1999).

1.3.  Anticorpos contra antigenos especificos

Dentre as diversas técnicas que remetem ao uso de anticorpos
para antigenos especificos, aquelas que ganham mais destaque,
especialmente tratando-se de diagnostico para o virus Epstein-barr
sd0 a técnica de imunofluorescéncia indireta (IFI) e também o método
ELISA, ambos com alta sensibilidade e especificidade (AOKI et
al.,2010).

Figura 4.1. Visualizagao de anticorpos pelo método de imunofluorescéncia indireta.
Fonte: www.hepcentro.com.br
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Na imunofluorescéncia indireta (IFI), os anticorpos no soro
do paciente sdao detectados por meio de antigenos fixados em uma
lamina, na qual se aplica um anticorpo especifico ndo fluorescente.
Posteriormente, deposita-se um anticorpo fluorescente com
especificidade marcada contra determinados antigenos do primeiro
anticorpo usado para reagdo especifica, esta técnica possibilita o
uso de diversos anticorpos primarios especificos para distintos
tipos de antigenos e ainda permite identificara classe pertencente ao
anticorpo. A visualizacdo é melhor em termos de qualidade quando
se comparada a técnica de imunofluorescéncia direta (AOKI et
al.,2010).

A técnica do teste ELISA ¢é baseada no principio da
imobiliza¢do de um antigeno ou anticorpo, em fase solida (fixado),
e no uso de um conjugado, que pode ser um antigeno ou uma
imunoglobulina, ligado a uma enzima. A adicdo de um substrato
leva a formag¢do de um produto colorido que ¢ analisada por um
espectrofotdometro adaptado a leitura das placas. E uma técnica
bastante sensivel e eficaz, entretanto -O—método—pode apresentar
algumas variagdes na metodologia como ELISA direto, indireto e
competitivo (MATHESON et al.; 1990).

Para o diagnodstico procuram-se os antigenos contra o
capsideo viral (VCA). Os anticorpos anti-VCA IgM e IgG tornam-se
rapidamente positivos nas primeiras duas semanas de infec¢do. A
presenca de IgM anti-VCA normalmente indica infecg¢do aguda pelo
virus EBV, entretanto, outros herpes virus, podem causar produgao
de IgM anti-VCA por células que apresentam infecgdo latente pelo
EBV podendo levar a resultados falso-positivos de IgM anti-VCA
que também sdo descritos em infec¢des recentes como toxoplasmose.
Nos quadros de reativacdo do virus a IgM anti-VCA pode ser
negativa. Resultado do tipo falso- negativos podem ocorrer devido
a natureza transitoria do IgM. O IgM anti-VCA permanece até oito
semanas, os anticorpos IgG anti-VCA surgem na fase aguda, tem
pico em até quatro semanas e persistem por toda a vida (SCHAADE
etal.,2001).
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Figura 4.2. Representagdo esquematica do método ELISA. Fonte: www.
evidenciasaude.com.br

1.4. Rea¢do em cadeia da polimerase (PCR) e hibridiza¢ao
in situ (IHS).

Nos ultimos anos, as técnicas mais utilizadas para deteccao
do virus no corpo humano tém sido a reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) e a hibridizagao in situ (IHS) (ROWE et al., 1997).

Atécnica de PCR permite a detecgdo de quantidades minimas
de DNA viral em esfregacos e tecidos, ¢ um método rapido, sensivel
e apresenta boa especificidade. Além disso, permite a utilizagao de
biopsias que foram parafinadas e mantidas em arquivos possibilitando
estudos posteriores a coleta (ROWE et al., 1997; DIAS et al; 2009)

A PCR, in vitro, permite a duplica¢dao de cadeias de DNA,
envolvendo nucleotideos, sequéncias iniciadoras (primers) € a enzima
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polimerase. Apos alguns ciclos de duplicacdo € possivel a obter
muitas copias de uma sequéncia especifica de DNA, a partir de uma
fita molde. O resultado ¢ visualizado através de uma eletroforese em
gel de agarose ou gel de poliacrilamida e deve ser interpretado por
um profissional competente (SAIKI et al., 1998).

PCR amplification

3 cne - ”
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Cyches 1

Chain Reaction, copies from copies produced

Figura 4.3. Representagdo da amplificagdo do DNA por método de PCR. Fonte:
http://www.gmotesting.com/Testing-Options/Genetic-analysis

O processo de hibridagao in situ (HIS)consiste em detectar
sequéncias especificas de DNA ou RNA utilizando-se sequéncia
complementar de 4cidos nucléicos (sonda) marcados radioativa ou
quimicamente.A HIS pode ser aplicada em material rotineiramente
fixado em formol e incluido em parafina,em alguns casos pode-se até
utilizar material obtido de necropsias(GULLEY, 2001).

A hibridizagdo in situé uma técnica mais sensivel
que a imunohistoquimica, porém inferior a PCR, onde, além
da identificacdio do DNA desejado, ha sua amplificagdo,
gerando um sinal mais intenso, o que permite uma melhor
identificagdo de um numero menor de coépias (GULLEY,2001).
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Figura 4.4. Representagdo da hibridagdo in situ utilzada para diagnéstico. Fonte:
www.conspat.com.br/conspat/examesof

2. Tratamento, profilaxia e cura

As doengas causadas por herpesvirus sdo muito diversas
e, como tal, a terap€utica especifica para cada uma dessas doengas
¢ muito variavel. Nado existe até o presente momento terapéutica
antiviral com eficacia comprovada contra o EBV, sendo assim, o
tratamento visa amenizar os sintomas na fase aguda da infeccao
provocada pelo virus (COHEN,2008).

O tratamento médico na fase aguda da manifestagado do virus
pode incluir ao paciente recomendagdo de repouso e evitar esforgos
fisicos durante as primeiras semanas de doenca. Pode-se ainda aliviar
sintomas como febre e dor, usando medicamentos como paracetamol
ou aspirina. Faringintes (devido constituicao de tecido linfoide) e
eritemas difusos podem ser amenizados com o uso de antibioticos
como Penicilina, Eritromicina, Claritromicina, Azitromicina ou
Cefalosporina (COHEN, 2008).

Existem diferentes terapias antivirais que atuam
especificamente na replicagdo do virus, sendo os mais comuns,
aciclovir, valaciclovir, ganciclovire foscarnet. Podem ser prescritos
como prevenc¢ao ou aplicados em lesoes cutaneas de forma a diminuir
a intensidade e a durag@o destas, porém algumas pesquisas indicaram
que apesar deste serem capazes de inibir a replicacdo do EBV in
vitro, ndo altera a evolugao clinica da doencga e nao apresenta eficacia
comprovada (PACHECO et al., 2001). Estes antivirais ndo parecem
surtir efeito na fase aguda da infecgdo (OERTEL; RIESS, 2002)

51



VIRUS EPSTEIN-BARR etioepidemia, fisiologia associadas e diagndstico breve revisio

A terapia com corticosteroides ndo esta indicada em todos

os casos podendo predispor o individuo imunossuprimido a infec¢do
secundaria. (COHEN, 2008).
Deve-se ressaltar que nenhuma destas terapias representa cura para a
infecgdo do virus uma vez que apenas atuam na fase ativa do virus,
nao tendo qualquer acdo na fase latente impedindo sua replicagdo e
permanecia do virus no organismo, sendo assim o individuo portador
do virus EBV néo se livra do virus, mas o estado de laténcia e evolugdo
do mesmo dependera do proprio individuo, sua genética, seu estado
de imunocompeténcia ou de imunodeficiéncia (PACHECO et al.,
2001).

Nao existem vacinas que possam prevenir a infeccdo por
EBV (PACHECO et al., 2001), sendo assim, alguns pesquisadores
estdo trabalhando no desenvolvimento de vacinas contra o virus EBV,
pesquisas usando vacinas dirigidas a principal glicoproteina do EBV
tém apresentado alguns resultados importantes em estudos utilizando
animais, porém ainda ha diversas dificuldades para a producao de
uma vacina efetiva (COHEN, 2008).

O diagnostico rapido e preciso de virus Esptein-Barr ¢ um
diferencial na tentativa de diminuir a rejeicdo e as complicagdes
principalmente em pacientes transplantados, assim como pode ajudar
na questdo dos fatores de risco para o desenvolvimento de tumores
associados ao virus.

Dessa forma, o diagnoéstico diferencial do EBV pode ser a
chave para, além do tratamento adequado, a prevencdo de outras
doengas ou evitar o risco de complicagdes como a rejei¢ao de 6rgaos
em pacientes transplantados e imunodeprimidos (Modificado de
ANTENOR, 2004).
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