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Resumo

O virus Epstein-Barr (EBV) é um virus de DNA, pertencente a familia gamma-
herpesvirus, causador de 2% dos tumores a nivel mundial. Trata-se de um virus com
tropismo para células B e células epiteliais, associando-se a patologias benignas, mais
frequentemente a mononucleose infeciosa (MI), a patologias malignas, como o linfoma de
Burkitt (LB), o linfoma de Hodgkin (LH), o linfoma extranodal de células NK-T (LENKT)-
tipo nasal, o linfoma difuso de grandes células B (LDGCB), o carcinoma nasofaringeo (CN)

e a doencas autoimunes como a esclerose multipla (EM).

A sua descoberta deu-se em 1964, num linfoma de Burkitt de uma crianga originaria
da Africa Subsariana e sabe-se que atualmente aproximadamente 90% dos adultos
saudaveis sao portadores deste mesmo virus. Os programas encontrados nestes individuos
sao os mesmos que os encontrados nos individuos que desenvolveram tumores associados.
A transmissao do virus é mais frequentemente realizada através da saliva embora possa
ocorrer através de outras vias, como transplantes e transfusdes sanguineas. A infecao
primaria por EBV possui dois picos de incidéncia, um durante a infancia e outro durante a
adolescéncia/inicio da idade adulta, sendo que no primeiro é habitualmente assintomaética
e no segundo, manifesta-se maioritariamente pelo quadro de MI. A MI é uma doenca
benigna que habitualmente necessita apenas de tratamento sintomatico, baseado no alivio
da febre e dor, da hidratacao e repouso. O diagnoéstico da infecao primaria por EBV efetua-
se habitualmente pelo “teste monospot”. No entanto, em alguns casos € necessario recorrer
ao teste dos anticorpos especificos contra o EBV devido a forte suspeita de infecao por EBV,
apesar de um monospot ser negativo. A patologia autoimune mais associada ao EBV é a EM,
e sabe-se que os individuos que no curso da infe¢ao primaria desenvolvem MI tém um risco

2-3 vezes superior de desenvolver EM.

A presente dissertacao pretende efetuar uma revisao da literatura existente, no
ambito de melhor caracterizar a epidemiologia, sintomatologia, fisiopatologia e
mecanismos de acdo do virus EBV nas doencas benignas e malignas a ele mais
frequentemente associadas, assim como as estratégias terapéuticas e/ou preventivas

baseadas no mecanismo pelo qual o virus se associa a cada patologia.
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Abstract

The Epstein-Barr virus (EBV) is a DNA virus belonging to the gamma-herpes family,
which causes 2% of tumors worldwide. It is a virus with tropism for B cells and epithelial
cells, associated with benign pathologies, more often infectious mononucleosis (IM),
malignant pathologies, such as Burkitt's lymphoma (BL), or Hodgkin's lymphoma (HL),
extranodal NK-T cell lymphoma (LENKT) - nasal type, diffuse large B cell lymphoma
(DLBCL), nasopharyngeal carcinoma (NC) and autoimmune diseases such as multiple
sclerosis (MS).

Its discovery occurred in 1964, in the Burkitt's lymphoma of a child from Sub-
Saharan Africa and it is known that approximately 90% of healthy adults carry this virus.
The programs found in these individuals are the same as those found in individuals who
have developed associated tumors. The transmission of the virus is most often carried out
through saliva although it can occur through other routes, such as transplants and blood
transfusions. Primary EBV infection has two peaks of incidence, one during childhood and
the other during adolescence/early adulthood, with the former usually being asymptomatic
and the latter mostly manifested by IM. IM is a benign disease that usually requires only
symptomatic treatment, based on the relief of fever and pain, hydration and rest. The
diagnosis of primary EBV infection is usually performed by the “monospot test”. However,
in some cases testing specific antibodies against EBV is necessary due to the strong
suspicion of EBV infection despite a negative monospot test. The autoimmune pathology
most associated with EBV is MS and it is known that individuals who develop IM during the

course of primary infection have a 2-3 times higher risk of developing MS.

This dissertation intends to revise the existing literature, in order to better
characterize the epidemiology, symptoms, pathophysiology and mechanisms of action of
the EBV in the most frequently associated benign and malignant diseases, as well as the
therapeutic and/or preventive strategies based on the mechanism by which the virus is

associated with each pathology.

Keywords

Epstein-Barr virus; Physiopathology; Epidemiology; Infectious Mononucleosis; Neoplasias.
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1.Introducao

1.1.Resenha Histdrica, Epidemiologia e Transmissao do
Virus Epstein-Barr

O Epstein-Barr virus (EBV) foi descoberto pela primeira vez em 1964 num linfoma de
Burkitt de uma crianca originaria da Africa Subsariana. Aproximadamente 90% dos adultos
saudaveis sao portadores do EBV, verificando-se que programas de infecao do EBV que se
encontram em malignidades associadas ao virus também se encontram nos portadores
saudaveis . Trata-se de um agente causador de 2% dos tumores a nivel mundial,

especialmente linfomas e carcinomas de células epiteliais .

As infecoes por EBV sao mais comuns nos primeiros anos de vida, contudo, tém um
segundo pico de incidéncia na adolescéncia. A mononucleose infecciosa (MI) ¢é
frequentemente observada em adultos jovens nos paises desenvolvidos, ao contrario do que
ocorre nos paises em desenvolvimento, onde as condi¢coes de higiene, muitas vezes
precarias, facilitam a propagacao da infecao e levam a que a MI se apresente em individuos

com idades mais precoces 2.

A transmissao viral ocorre mais frequentemente através da saliva, sendo transmitido
frequentemente de adultos assintomaticos para criancas e de adulto para adulto através do
beijo. A transmissdo também pode ocorrer, eventualmente, através de transfusoes
sanguineas e transplantes de medula 6ssea (MO). Mais de 90% dos casos EBV seropositivos,
contudo assintomaticos, possuem o virus nas suas secrecoes orofaringeas. Os pacientes
imunocomprometidos, assim como aqueles com MI, possuem niveis mais elevados nas suas

secrecoes orais, o que facilita a transmissao 2.

1.2.Fisiopatologia, Caracteristicas do Virus e Futuro Risco
Multifuncional

Trata-se de um gamma-herpesvirus (membro da familia Herpesviridae, sub-familia
Gammaherpesviridae), o gamma-herpesvirus humano 4, um virus de Deoxyribonucleic
acid (DNA) e o tnico capaz de imortalizar rapidamente células humanas, nomeadamente
as células B, estimulando um crescimento continuo destas enquanto linhagens celulares
linfoblast6ides apos infecao in vitro *. Existem dois gendtipos distintos de EBV (o tipo1e o
tipo 2, diferenciados com base em alteracoes no gene EBNA2), que nao sao distinguiveis
pelos testes serolégicos convencionais 2 3. O genoma do EBV esta incluido numa

nucleocapside, rodeada de uma membrana viral e o seu genoma codifica aproximadamente
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100 proteinas virais incluindo fatores de transicao, fatores de replicacdo e proteinas
estruturais. Assim, a expressao das proteinas codificadas pelo virus varia de acordo com o
tipo, a diferenciacao e o estado de ativacao da célula-alvo. O EBV apresenta um notavel
tropismo para as células epiteliais e para as células B, particularmente em localizacGes
submucosas, acedendo as mesmas através de uma via de transcitose ou entre as células

epiteliais com redes de tight-junctions incompletas nas criptas amigdalinas/tonsilares * 4.

Este virus esta associado a um vasto leque de malignidades, desde tumores do musculo
liso, carcinomas nasofaringeos, linfoma de Hodgkin, a linfomas primarios de células B, e

também a linfomas de células T/Natural Killer (NK) entre outros * 2.

Sabe-se que, dependendo das circunstancias em que ocorre a infecado primaéria, de
imunodeficiéncias primarias e de alteracoes que ocorrem no compartimento imune durante
os primeiros dez anos de vida, ser portador persistente de EBV pode influenciar a génese
tumoral e o evento de MI pode, mais tarde, vir a associar-se ao linfoma de Hodgkin. Assim,
torna-se evidente que uma possivel prevencao para malignidades futuras possa estar

localizada ao nivel da infecao primaria *.

Um esquema figurativo da infecao por EBV, antigénios e células envolvidas e possiveis

doencas associadas a infecao primaria e latente encontra-se representado na Figura 1.

Primary infection Latent infection
AL A
Oral epithelium ¢ ] ) o7 . . .
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I O antigens antigens
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Figura 1. Representacao da infe¢do por EBV e de algumas doencas associadas 5.
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A infecao provoca dois tipos de resposta imunitaria no hospedeiro, a resposta
humoral e a resposta celular, sendo que a primeira consiste na producao de
anticorpos/imunoglobulinas G (IgG) contra o antigénio capsular do virus (VCA IgG) e

contra um antigénio precoce (EA-IgG) 4.

O EBV infeta células B, células epiteliais, células NK, células NK/T (natural killer
T), macrofagos, monoécitos e miocitos e também se encontra presente em secrecoes
cervicais, no sémen e na mucosa genital. Tal como todos os virus herpesviridae, este é capaz
de executar diferentes programas de expressao génica, classificados dentro de duas grandes
fases, a litica e a latente. Numa fase inicial da infecao por EBV, os linfécitos T reguladores,
as células NK e os linfocitos T citotdxicos sao a primeira barreira de controlo da proliferacao
dos linfécitos B infetados pelo virus, e s6 posteriormente no decorrer da infecao é que se
verifica um aumento do nimero de linfécitos T citotoxicos especificos contra antigénios
virais com capacidade de reconhecer os antigénios nucleares do EBV (EBNAs), proteinas de

membrana latente (LMPs) destruindo, assim, as células infetadas pelo EBV 2 4,

Quando se trata de um individuo imunocompetente, o virus propaga-se através da
saliva. De seguida, entra em contacto com o epitélio amigdalino onde inicia a fase litica. Os
linfocitos B naive infetados tornam-se linfoblastos ativos e migram para os foliculos dos
nodulos linfaticos para iniciar uma reacdo no centro germinativo folicular através de
instauragao do programa de “laténcia III”. A infecao latente € mediada primariamente por
uma populacdo de linfécitos T CD8+ (Cluster de diferenciacio 8) citotdxicos que
reconhecem antigénios nucleares do EBV e que se podem observar como linfocitos atipicos
no esfregaco de sangue periférico de um paciente com MI. A proliferagao destas células T
expressa-se através de linfocitose periférica, linfadenopatia e esplenomegalia. Acredita-se
que estas células, quando ativadas, contribuem para os sintomas associados a MI através da

secrecao de Interferao Gamma (IFN-y) e Interleucina-2 (IL-2) 3 4.

Uma representacao esquematica do ciclo de vida do EBV em portadores

imunocompetentes encontra-se representado na Figura 2.
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Figura 2. Representacido esquematica do ciclo de vida do EBV em portadores imunocompetentes. A infecao
tem inicio nas células epiteliais e células B naive da cavidade oral. O virus vai replicar-se nestas células e
promover a sua proliferacdo. Mais tarde a fase de laténcia entra em funcionamento. Posteriormente enquanto
as células circulam no organismo, as células B de memoéria sofrem reativacdo e provocam a disseminagdo do
EBVs.

Os pacientes imunocomprometidos possuem elevado risco de desenvolverem
tumores de células B induzidos pelo EBV devido a auséncia da vigilancia imune pelas células
T, o que permite uma expressao de genes do EBV sem restri¢coes, assim como um
crescimento autonomo de células infetadas pelo mesmo (Padrao de laténcia III). Nestes
pacientes, os linfomas associados ao EBV mostram formas mais restritas de expressao
génica latente, refletindo um mecanismo patogénico mais complexo e que envolve cofatores
adicionais e ocorre anos apo6s a infecao primaria. A maioria dos tumores de nao células B de
inicio tardio, tem esta origem e provavelmente inicia-se num clone de células infetadas por
EBV que atinge a oncogénese apos concluir as alteracoes complementares e os sinais de
crescimento, desde um microambiente, alteracées secundarias como a falha do sistema
imunoloégico, eventos genéticos aberrantes e a estimulacao da proliferacao de células B por

outras infecoes 4.

Previamente a entrada do virus na célula B, a glicoproteina 350 do envelope viral
(gp350), une-se ao recetor do virus, cluster de diferenciacao 21 (CD21), presente na
superficie da célula B, sendo esta a via predominante para o virus entrar nas células B, nao

sendo, contudo, a tinica. H4 mais 3 mecanismos de unido entre o virus e as células B que
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nao incluem nem a gp350 nem o CD21. O mais relevante destes trés baseia-se na existéncia
de uma glicoproteina, a glicoproteina 42 do envelope viral (gp42), que fixa o EBV as
moléculas do complexo major de histocompatibilidade (MHC) classe II, servindo este como
cofator para a infecao de células B. Pacientes com agammaglubulinemia ligada ao X nao
possuem células B maduras e por essa razao as suas células B nao podem ser infetadas pelo
EBV 4,

As células B naive da submucosa expressam as oito proteinas do EBV latente (6
nucleares (EBNAs) e 2 membranares (LMPs)). Sao estas proteinas que levam a proliferacao
das células B, principalmente através das proteinas EBNA2 e LMP1, e ao bloqueio da
apoptose de células B em proliferacao (que estavam programadas para sofrer morte celular),
principalmente através das proteinas EBNA3A, EBNA3C e LMP2. Esta fase ¢ denominada
de “Padrao de laténcia III da infecao” e também pode ser encontrada nas linhagens celulares
linfoblastbides. As células B ativadas pela via da infecao por EBV entram depois no centro
germinativo de modo a seguirem o ciclo fisiologico das células B. As células B, nos centros
germinativos, expressam apenas 3 proteinas do EBV, a EBNA1, LMP1 e LMP2, proteinas do
“Padrao de laténcia II”. A producao destas proteinas assegura a sobrevivéncia das células B
infetadas de modo a se diferenciarem e persistirem como Células B de memoria, sem
qualquer expressao de proteinas do EBV. A proliferagao homeostatica destas células B de
memoria requer a expressao transitéoria de EBNA1, que assegura a replicacao do genoma
viral e a distribuicao a células filhas durante a proliferacao, constituindo o “Padrao de
laténcia I”. A diferenciacao dos plasmocitos a partir deste pool de células B de memoria
induz a replicacao litica do EBV que pode, posteriormente, infetar as células epiteliais e
provocar outra amplificacdo das particulas virais através de uma replicacao litica nessas

células, assim como a propagacao para a saliva e possivel transmissao .

Os “padroes de laténcia III e III”, podem ser encontrados em malignidades
associadas ao EBV, tal como o linfoma de Burkitt, linfoma de Hodgkin e linfomas
imunoblasticos, respetivamente. No entanto, com a diminuicao da expressao de antigénios
do EBV, as células tumorais requerem mutacées compensatorias para manter a sua
proliferacdo e/ou a sua resisténcia a morte celular. Pensa-se que algumas delas sao
induzidas por maquinaria somatica de hipermutacao do centro germinativo de células B, o

que também é, em parte, induzido diretamente pelos antigénios do EBV latente .

Deste modo, os programas de expressao génica de tumores associados ao EBV ja
estdo presentes em portadores de EBV assintomaticos, assim como o mecanismo para

mutacoes tumorais adicionais que é em parte induzido pela infecao pelo EBV .
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As células B infetadas atingem os nédulos linfaticos, sangue periférico e outros locais
com mucosa (p.e. mucosa gastrica e outras membranas mucosas associadas a locais com
tecido linfoide em individuos saudaveis). O EBV persiste no hospedeiro infetado num
estado latente a longo-prazo, denominado estado nao-letal de portador. Este estado €
perpetuado por uma reativacao periddica da fase latente para a fase litica levando a uma
baixa disseminacao através da propagacao de virioes das superficies mucosas, ao longo da

vida do hospedeiro 4.

Nos paises em desenvolvimento, a infecado primaria por EBV ocorre durante os
primeiros anos de vida e habitualmente é assintomatica. No entanto, em paises
desenvolvidos, ha uma tendéncia para a infecdo primaria ser mais tardia, com maior
proporcao de infetados na populaciao de adolescentes e adultos-jovens manifestando-se,

habitualmente, sob a forma de infecGes autolimitadas, referidas como MI 4.

A persisténcia do EBV e o seu potencial oncogénico podem ser devidos a varios

fatores, tais como:

1- Capacidade do virus para manter o genoma viral nas células, sem colocar
em perigo a vida do hospedeiro;
2- Estratégias que permitam invadir o sistema imunitario do hospedeiro;

3- Habilidade para ativar as vias de controlo de crescimento celular.

O EBV codifica duas proteinas, uma homologa da Interleucina-i0 (IL-10) -
homologous to intercellular cell adhesion molecule 1 (BCRF1), que permite a inibicao viral
persistente da sintese de IFN-y e uma viral protein IL-10 (BARF1), que inibe a expressao
do IFN-2a pelos mondcitos. In vitro, IFN-y e o IFN-2a inibem o crescimento das células
infetadas por EBV. Desse modo, a BCRF1 e a BARF1 podem ajudar a evitar a resposta imune
durante a infecao aguda por EBV ou a reativacao viral em células latentes infetadas 4. O
virus também codifica duas proteinas que inibem a apoptose, viral homologous to Bcl-2
protein (BHRF1) e a proteina de membrana latente LMP1. Esta dltima é essencial na
transformacao dos linfocitos B em linhas celulares linfoblastéides e estimula a expressao de
varias proteinas celulares que inibem a apoptose, incluindo a Bcl-2 (Proteina do linfoma de
células B 2), e ativando a via do fator de transcricao nuclear kappa B (NF-kB), inibindo as
células infetadas de cumprirem o programa de morte celular programada e estimulando

assim a sua proliferacao 3 4.



A transversalidade do virus Epstein-Barr e suas consequéncias benignas e malignas mais frequentes

Um resumo dos antigénios expressos pelo EBV encontra-se representado na Tabela

Tabela 1. Antigénios expressos pelo EBV durante a fase de laténcia para evitar a resposta imune do hospedeiro
assim como as fungdes dos mesmos 4. EBNA: Antigénios nucleares do EBV; LMP: Proteina de Membrana
Latente; EBER: Epstein-Barr encoding regions.

EBNA

EBNA-1: genoma viral é mantido, é essencial para imortalizar as células B in vitro

EBNA-2: essencial para a imortalizacio de células B in vitro

EBNA-3A: essencial para a imortalizacao de células B in vitro

EBNA-3B

EBNA-3C: essencial para a imortalizagido de células B in vitro

EBNA-LP

LMP

LMP-1: aumenta a proliferacio das células B, protegendo-as contra a apoptose e induz o fendtipo linfoblastéide

LMP-2A: previne a ativacao celular e a entrada na fase litica

LMP-2B

EBER

EBER-1: regula a atividade da Proteina quinase C e regula positivamente o Bcl-2 nas células do Linfoma de Burkitt

EBER-2: regula a atividade da proteina quinase C e regula positivamente o Bcl-2 nas células do Linfoma de Burkitt

Uma representacao esquematica do mecanismo de atuacao da proteina viral LMP1

na sinalizacao celular encontra-se representado na Figura 3.

LMP-1 protein

[ BCL2A1 activation ]

|

Anti- apoptosis
Cell survival
Cell proliferation

t
NF-KB activation ] —

JNK1-AP1 activation

Figura 3. Representacido do mecanismo de atuagio da proteina viral LMP1 na sinalizacao celular 3. CTAR: C-
terminal domain of LMP1; TRAF: Tumoral necrosis factor (TNF) receptor-associated factor; NF-kB: Fator de

transcricao nuclear kappa B; JNK-AP1: Janus kinase-fator de transcricao 1.
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1.2.1. Infecdo priméaria por EBV

No que concerne ao periodo de incubacao: o virus infeta as células epiteliais
amigdalinas, tal como as células B que estao no parénquima amigdalino. Observou-se, in
vitro, que o virus possui um tropismo viral polar dependente do tipo celular no qual se
replica. E neste periodo que o virus se translada da cavidade oral para o sangue. O genoma
viral é detetado no sangue pelo menos 1 semana antes do inicio dos sintomas onde,

provavelmente, permanece em fase de laténcia nos linfocitos B de memoria ©.

Relativamente a fase aguda da infecao, verifica-se uma elevada carga viral na
cavidade orofaringea e no sangue aquando o inicio dos sintomas de MI, facto que se
acompanha pela producao de anticorpos anti-VCA e uma exponencial expansao dos
linfocitos T CD8+. A resposta destes linfécitos é importante no controlo dos linfocitos B
infetados. Durante a MI, elevados niveis de linfécitos T CD8+ circulantes sao especificos
para o EBV e direcionados para as proteinas de fase litica, especialmente para os estadios
iniciais do ciclo de lise celular. Os linfocitos especificos para antigénios de aparecimento
mais tardio no ciclo, surgem em fases mais avancadas da MI. Na fase de laténcia viral,
verifica-se uma maior dependéncia do tipo de MHC expresso, sendo que os mais prevalentes
sao aqueles que resultam de proteinas expressas na fase de laténcia, especialmente EBNA2
e EBNA3, embora alguns pacientes também desenvolvam linfocitos T CD8+ especificos
para antigénios menos expressos, tais como o EBNA1. Ambos os linfocitos T CD8+ e CD4+
(Cluster de diferenciacao 4) necessitam contacto célula a célula, de modo a ficarem ativos e
poderem efetuar as suas funcoes. Apesar do numero total de linfocitos T CD4+ nao
aumentar significativamente durante a MI, existe evidéncia de que estas células também
sao ativadas e participam no controlo da infecao dos linfocitos B. Os linfocitos T CD4+ que
respondem ao EBNAL1 ja se desenvolvem muito tardiamente, o que ajuda a explicar o atraso
na resposta das IgG EBNA1 ¢. Observou-se que as células NK destroem preferencialmente
as células infetadas pelo virus quando ele entra na fase litica. Uma deplecdo neste tipo
celular durante a MI nao apresentou efeitos significativos no prognostico, ao contrario do
efeito que uma deplecio prévia a infecio pode provocar. E possivel que as células NK
circulantes no sangue durante a fase sistémica da MI sejam menos importantes que as
presentes na orofaringe durante a fase inicial da infecdo. Num estudo pediatrico em
pacientes com MI, verificou-se que células NK que eram neural-cell adhesion molecule
negative (CD56-), type A receptor for natural killer cells positive (NKG2A+) e Killer
immunoglobulin-like receptor negative (KIR-) proliferavam especialmente como resposta
a células infetadas durante a fase aguda da infecdo. Verificou-se que, pacientes com
imunodeficiéncias que envolvem os linfocitos T e as células NK e/ou os seus mecanismos

de citolise, estao associados a apresentacoes severas da infecdo por este virus. Estas
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imunodeficiéncias incluem a linfohistiocitose hemofagocitica familiar 2 (LHF2), sindrome
linfoproliferativa ligada ao X, deficiéncia de X-linked inhibitor of apopotosis protein (XIAP)
e imunodeficiéncia ligada ao X com defeito de Mg2+ (XMEN). Sabe-se que as células NK
amigdalinas possuem uma eficacia superior as do sangue periférico. Contudo, sao precisas
mais investigacoes acerca do processo de reconhecimento destas células perante o EBV e as
suas respostas durante a infecao. Nao se verificou nenhuma relacao entre a quantidade de

copias do virus na cavidade oral e a severidade da doenca °.

No que concerne a fase de convalescenca: este periodo da MI dura aproximadamente
3-6 meses apos a infecao, ocorrendo um declinio dos niveis de linfécitos T CD8+ até niveis

normais, sendo o virus mantido em linfécitos B de memoria °.
1.3.Diagnoéstico

O teste classico para os anticorpos heterofilos pode ser usado para fazer o diagnostico
de MI. Titulos superiores ou iguais a 40 U/mL fazem o diagnostico de infecao aguda por
EBV em pacientes com sintomas compativeis com MI, assim como a presenca de linfocitos
atipicos no hemograma. Contudo, os seguintes factos revelam que o teste nao é totalmente
fiavel, pois pode apresentar-se positivo em apenas 40% dos casos de MI na primeira
semana, apresentar-se positivo em 80-90% dos casos na terceira semana, existindo também
a possibilidade de os anticorpos serem indetetaveis em criancas com menos de 5 anos de
idade, nos idosos ou em pacientes com sintomas atipicos. Assim, torna-se possivelmente
necessario repetir o teste, especialmente se este tiver sido efetuado muito precocemente no
aparecimento da doenca. O teste habitualmente permanece positivo até 3 meses apos o
inicio da doenca. No entanto, os anticorpos podem detetar-se até 1 ano depois. O “teste
monospot”, comercializavel para os anticorpos heterofilos, possui sensibilidade superior a
do teste classico contudo, falsos positivos podem verificar-se na presenca de doencas do

tecido conjuntivo, linfoma, hepatite viral e malaria 2.

O teste dos anticorpos especificos contra o EBV usa-se nos casos em que ha suspeita de
uma infecao pelo virus, apesar dos anticorpos heterofilos serem negativos ou entao quando
se trata de infecOes atipicas. Os titulos de Imunoglobulina M (IgM) e IgG contra o VCA
encontram-se elevados no sangue em mais de 90% dos pacientes no inicio da doenca. O
anti-VCA IgM é especialmente ttil no diagnostico de MI aguda ja que se encontra em titulos
elevados apenas durante as primeiras 8 a 12 semanas. O anti-VCA IgG persiste toda a vida,
sendo adequado para aceder a exposicao prévia ao virus. Os anticorpos contra o EBNA
tornam-se detetaveis relativamente tarde, 3-6 semanas apos o inicio da doenca, na maioria

dos casos de infecao aguda por EBV e persistem por toda a vida. Em pacientes com
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imunodeficiéncias e pacientes com infecao cronica ativa por EBV, estes anticorpos podem

ser indetetaveis 2.

Os anticorpos contra antigénios precoces difusos (EA-D) estao presentes em 70% dos
pacientes com MI. A presenca destes anticorpos € altamente provavel se a doenca for severa
e persistem habitualmente apenas 3-6 meses. Os seus titulos encontram-se elevados
também em pacientes com carcinoma nasofaringeo ou com infecao crénica ativa por EBV.
Os anticorpos contra antigénios precoces restritos (EA-R) sdo raramente encontrados em
pacientes com MI, mas sao frequentemente encontrados no Linfoma de Burkitt da forma
endémica ou na infecao crénica ativa por EBV. As imunoglobulinas A (IgA) contra EBV sao
uteis na identificacao de pacientes com carcinoma nasofaringeo e de individuos com elevado

risco de contrair a doenca 2.

Outro aspeto muito importante é a detecao de DNA, ribonucleic acid (RNA) ou de
proteinas do EBV, tteis para demonstrar a associacao do virus a varias neoplasias. O teste
da polymerase chain reaction (PCR) tem sido 1til para detetar DNA do EBV no liquido
cefalorraquidiano (LCR) de alguns pacientes com sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(SIDA), linfomas, e para monitorizar a quantidade de DNA do virus no sangue de pacientes
com doencas linfoproliferativas. A cultura de EBV dos lavados orais ou do sangue nao se
demonstrou ttil para auxiliar o diagnostico de infecao aguda pelo virus, ja que o mesmo

persiste para toda a vida na orofaringe e nas células B do individuo infetado 2.

Um grafico referente as serologias e evolucao em continuidade durante a fase aguda da

infecao encontra-se representado na Figura 4.
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Figura 4. Serologia do EBV durante a infe¢do aguda. IgM anti-VCA sao detetaveis na fase ativa da infecdo e
declinam na convalescenca. IgG anti-VCA aumentam em simultdneo com as IgM anti-VCA mas permanecem
perpetuamente positivas, sendo indicadores de infe¢do passada. Os EBNAs sao detetados numa fase mais tardia
da infegdo e também permanecem positivos 2.
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2.0bjetivos e Questao de Investigacao

A problematica em que assenta a presente revisao da literatura tem por base a
compreensao da fisiopatologia e da transversalidade do EBV, assim como a sua interacao e

influéncia em futuras patologias, alocadas a distintos sistemas e 6rgaos.

3.Metodologia

3.1.Desenho da Revisao

A abordagem metodologica assentou numa revisao da literatura, que permitiu a analise
de uma ampla diversidade de artigos de revisao, revisoes da literatura cientifica e revisoes
sistematicas da literatura, tendo como objetivo rever e abordar os temas mais relevantes
para a compreensao da infecdo pelo EBV e da sua acdo nas patologias a ele mais

frequentemente associadas.

3.2.Fontes de Informacao

A pesquisa de literatura do presente estudo foi efetuada formalmente na base de dados
MEDLINE, utilizando como interface a PubMed.

Foram considerados revisoes que preenchessem os seguintes critérios:

e Data de publicacdo — incluir artigos publicados nos ultimos 5 anos (novembro de
2015-novembro de 2019);

e Idioma — incluir os artigos publicados em inglés;

e Espécie — incluir artigos apenas acerca da espécie humana;

e Disponibilidade do texto — incluir todos os artigos disponiveis.

A pesquisa foi conduzida na lingua inglesa, utilizando a conjugacao dos seguintes
termos: “Epstein-Barr Virus”, “epidemiology”, “physiopathology”, “Burkitt Lymphoma”,
“CAEBV”, “Extranodal NK/T-cell lymphoma”, “Hodgkin Lymphoma”, “Infectious
mononucleosis”, “Multiple sclerosis”, “Nasopharyngeal carcinoma”, “Positive diffuse large

B-cell lymphoma” e “Post-transplant Lymphoproliferative disease”.

Em conjugacao recorreu-se ao manual “Harrison’s principles of internal medicine-20th

edition”.
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4. Resultados e discussao

4.1.Patologias Benignas Associadas ao EBV

Verifica-se que o EBV esta associado mais frequentemente a duas principais
patologias benignas, uma considerada de duracao temporaria, a MI, e a observada a longo
prazo, a infegao croénica ativa por EBV (CAEBV), com evolugao potencialmente maligna se

nao controlada, vigiada e submetida a tratamento 4 7.

4.1.1.Mononucleose Infeciosa (MI)

A MI € a alteracao classica relacionada com a infecao por EBV 8. Durante a infancia,
a infecao primaria é habitualmente indistinguivel de outras patologias virais. Em alguns
doentes manifesta-se como crescimento nao-doloroso dos noédulos linfaticos e proliferacao
do tecido linféide da orofaringe, sendo que a infecdo da orofaringe é causada por uma
anterior infecao litica, localizada, seguida por uma infecao dos linfécitos B circulantes. Esta
apresenta um periodo de incubacao de 30-50 dias e tem expressao clinica em mais de 70%
dos adolescentes expostos a secrecoes orofaringeas contaminadas com o EBV 4. Ocorre
envolvimento dos nodulos linfaticos e dos tecidos linféides extranodais da cabeca e pescoco
[anel linfatico de Waldeyer, envolvendo as amigdalas palatinas (mais frequentemente as
linguais e adenoides)] 8. A triade classica de apresentacao clinica da MI caracteriza-se por

febre, faringite e linfadenopatia cervical 9.

Trata-se, pois, de uma doenca linfoproliferativa autolimitada. Durante a fase
prodromica, o paciente apresenta sintomatologia inespecifica, fadiga, anorexia, sensacao de
fraqueza generalizada, cefaleia e febre. A apresentacao pode manifestar-se por 2 a 3
semanas de febre, faringite com um simples eritema ou faringite associada a exsudado
branco acinzentado (30% dos casos e quando presente auxilia o diagnostico diferencial) e
adenopatias cervicais 4. Em 25-50% dos casos, o paciente pode apresentar petéquias no
palato. A presenca de esplenomegalia é variavel e revelada através de exame fisico em
aproximadamente 17% dos casos e, se usados métodos de imagem, estes sao 100% eficazes
na sua detecao 4. Menos frequentemente, pode haver obstrucao da via aérea, dor abdominal,
rash cutaneo (aproximadamente 5% dos casos) que pode ser macular, petequial,
escarlatiniforme, urticariforme ou do tipo eritema multiforme, ictericia, hepatomegalia e
edema palpebral 4. Também se pode verificar um aumento dos niveis das enzimas aspartato
aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT), que retornam aos valores da
normalidade apos sensivelmente 20 dias. As adenopatias cervicais podem ser proeminentes
nos triangulos cervicais anterior e posterior, o que pode auxiliar na diferenciacao da MI de

uma amigdalite bacteriana, que habitualmente se caracteriza por uma adenopatia limitada
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a cadeia cervical antero-superior 9. Contudo, a MI pode complicar-se com trombocitopenia,
neutropenia, rotura esplénica, hepatite fulminante, obstrucao da via aérea por hipertrofia

amigdalina e comprometimento do Sistema Nervoso Central (SNC) 4.

H4 uma resposta imune primaria que envolve células T contra as células B infetadas
pelo virus. Quando ha ativacao de linfécitos B surgem anticorpos heteréfilos (IgM, I1gG
contra antigénios capsulares do EBV) no plasma e posteriormente ocorre uma
seroconversao contra os antigénios nucleares do EBV. O programa de laténcia expresso nos
linfocitos B infetados de pacientes com MI, ¢ o de laténcia III 4. Um teste de Paul-Bunnell
(dos anticorpos heterofilos) positivo ou testes sorologicos especificos sao importantes para
avaliar a presenca da infecao e para determinar se se trata de um fenémeno agudo ou de um
evento passado 8. A presenca de linfocitose em mais de 50% dos casos, linfocitos atipicos
em mais de 10% dos casos e anticorpos heteroéfilos positivos permitem reconhecer
adequadamente os casos de MI de etiologia associada ao EBV 4. No entanto, para
diagnosticar MI por EBV, os métodos com maior exatidao sao os testes para anticorpos anti-
VCA ou anti-EBNA *°. Considera-se infe¢ao primaria por EBV se forem positivos para o IgM
anti-VCA mas nao tiverem anticorpos anti-EBNA. Esses, se estiverem positivos sugerem
infecdo passada. Os niveis de IgG anti-VCA estao elevados na fase aguda, persistindo

positivos por toda a vida, no entanto, os IgM anti-VCA negativam apds 4 a 6 semanas 9.

Se os resultados seroldgicos forem inconclusivos, o teste da PCR e a avaliacao da
carga viral do EBV sao ferramentas tuteis para o diagnostico precoce de MI 9. Para realizar
um diagnostico definitivo, os critérios de Hoagland sao os mais citados e declaram que para
pacientes com suspeita clinica de MI (febre, faringite e adenopatia), uma linfocitose de pelo
menos 50% e no minimo 10% linfocitos atipicos, o diagnostico deve ser confirmado através

do teste serologico de monospot 9.

Um resumo dos possiveis testes diagnosticos para a MI encontra-se representado na
Tabela 2.
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Tabela 2. Testes diagndsticos para MI 9.

Testes Sensibilidade | Especificidade Comentario
Hemograma completo
Récio linfocitos/leucoceitos > 50% + 61 Um aumento na contagem de
10% de linfocitos atipicos 95 linfécitos tende a aumentar a
SE—— — especificidade, contudo a diminuir a
Récio linfécitos/leucécitos > 35% 84 72 sensibilidade
Teste Monospot Os resultados variam dependendo
dos Kits comercializados e sao falsos
71-98 91-99 negativos em 25% dos casos de MI
em adultos na primeira semana de
sintomas
Anticorpos contra antigénio VCA ou Em alguns paises podem ter
EBNA 97 94 substituido os testes monospot como
investigacdo standard

Aquando o surgimento de MI, torna-se necessario refletir acerca dos varios
diagnosticos diferenciais, tais como uma infecao por citomegalovirus, uma infecao pelo
herpes virus humano 6 (HHV-6), sindrome de hipersensibilidade a sulfonamidas,
antiepiléticos, alopurinol ou outros farmacos, assim como uma faringite estreptocdcica,
faringite por Rinovirus, Adenovirus, Coronavirus ou uma manifestacao de infecao aguda
pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (VIH), toxoplasmose, hepatite virica, rubéola,
leucemia aguda ou um linfoma 4 9. Se o paciente for medicado com ampicilina, nos 10 dias
posteriores podera apresentar-se com um exantema maculopapular em 90 a 100% dos
casos. O mesmo exantema pode ocorrer em casos que foram previamente medicados com
amoxicilina e antibi6ticos beta-lactamicos 4. Deve fazer-se sempre a distincao entre este

rash e um possivel rash urticariforme causado por reacao alérgica °.

Em relacao a evolucao para malignidade, sabe-se que a resposta imunitaria do
hospedeiro a infecao aguda por EBV é importante no controlo da mesma. Se a resposta for
rapida, normal e assintomatica, os linfécitos T reconhecem a ampla variedade de antigénios
do EBV e a variedade de linfocitos T € expandida. Se os individuos exibem sintomas de MI,
a variedade de linfocitos T produzida é mais limitada e reconhecem menos antigénios do
EBV. A persisténcia de genes latentes de EBV nos linfécitos B resulta num estado de
portador e na criacao de um ambiente favoravel a transformacao para um linfoma de Células
B8,

No que concerne ao periodo de incubacao: sabe-se que os linfocitos B infetados pelo
virus, de forma latente, se replicam lentamente e eventualmente penetram nos centros
germinativos das amigdalas. Estes linfocitos sdo posteriormente reativados através do
aumento da sinalizacao dos recetores dos linfocitos B pelas proteinas codificadas pelo virus,

tal como a LMP. A diferenciacao destes linfécitos, no centro germinativo, em percursores
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de plasmocitos resulta na transmissao viral do EBV de volta a membrana basal das células

epiteliais da cavidade oral .

No que concerne a fase aguda, esta caracteriza-se por uma replicacao viral
exponencial na cavidade oral e no sangue periférico, onde o virus é primariamente contido
nos linfocitos B e apenas pequenas quantidades sao libertadas no plasma. Nesta fase até
50% dos linfocitos B de memoria em circulacao podem estar infetados com EBV, mas assim
que o paciente entra em fase de convalescenca, o namero reduz para 1-50 linfocitos
infetados com EBV por 100.000 linfécitos B. O EBV é mantido nos linfécitos B de memoria
em repouso latentemente infetados em aproximadamente 5-500 copias por célula. O virus
pode ser encontrado nas células epiteliais orais e no sobrenadante da lavagem oral, o que
demonstra que, além das células serem infetadas, o virus é ativamente libertado para

cavidade oral e pode persistir assim durante aproximadamente 1 ano * 2,

Sabe-se que, nos EUA, existem no minimo 125 000 novos casos de MI por ano e 1%
dos pacientes com MI desenvolve patologia da medula 6ssea, do figado ou patologia
neurologica severa 5. A infe¢do primaria por EBV manifestada através de MI associa-se a
um risco aumentado para desenvolver Esclerose Miltipla no futuro e, sabe-se que,
pacientes em fase aguda de MI, com uma reducao significativa de células dendriticas
plasmacitoides e de células dendriticas mieloides na circulacao, demonstram um nivel

superior de gravidade clinica 5.

Na resposta a infecdo aguda por EBV esta induz uma resposta imune adaptativa
celular realizada maioritariamente por Linfocitos T CD8+, que reconhecem os antigénios
de fase litica. Apos resolucao da MI, as respostas a estes antigénios sdo restringidas e
habitualmente compreendem apenas 0.2-2% da populacdo de Linfocitos T CD8+ dos
individuos infetados de forma latente, enquanto que as respostas aos antigénios de fase
latente sofrem um acréscimo e compreendem habitualmente 0.05-1% da populacao de
Linfocitos T CD8+. Durante a fase aguda da MI nao ha aumento na populacao total de
Linfocitos T CD4+, no entanto, eles sdo observados no sangue destes pacientes apos a
estimulacdo com o conteudo lisado de células infetadas com o EBV e a resposta destes
linfocitos T CD4+ especificos contra EBV, foi detetada contra antigénios de lise incluindo a
proteina ZEBRA (proteina de lise precoce do EBV), BCRF1, componentes do envelope viral
gp350, a glicoproteina 110 do envelope viral (gp110), e antigénios de fase latente
EBNA1,2,3C e LMP2, sendo que os linfocitos T CD4+ especificos sao positivos para
perforinas e possuem também caracter citotoxico. Eles podem atuar diretamente no
controlo de lesoes replicativas virais. Estes linfocitos especificos para EBV fornecem auxilio

para respostas através de anticorpos e uma resposta demorada destes contra EBNA1
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encontra-se correlacionada com a resposta, também ela demorada, através de anticorpos
contra EBNA1 que se verifica em pacientes com MI 5. Pacientes com MI que desenvolvem
ativacao de linfocitos T especificos contra o EBV apresentam esta ativacao durante varios
meses. Os titulos de IgM VCA s3o mais elevados na fase “subaguda”, apés a reducao
significativa do niamero de linfécitos T CD8+ . A resposta dos linfécitos T CDg4+ €
importante para a posterior producao de anticorpos contra o EBV e quanto mais rapida for
a resposta através de anticorpos contra antigénios virais menor gravidade e duracao da

doenca apresentara o paciente .

Salientar que, durante a fase aguda de infecdo primaria por EBV ¢é raro o
desenvolvimento de complicacoes graves. Estima-se que aproximadamente 1% dos
pacientes com MI desenvolve complicacoes associadas, nomeadamente, obstrucao da via
aérea devido a inflamacao orofaringea, meningoencefalite, faringite estreptococica, anemia
hemolitica e trombocitopenia. A rotura esplénica é uma das complicacOes mais raras e
incapacitantes da MI, principalmente em atletas, sendo estes aconselhados a retomar a
pratica de desportos de contacto apenas 3 semanas ap6s a doenca, desde que os sinais e
sintomas agudos tenham diminuido. Os pacientes com MI podem apresentar dor
abdominal devido a linfadenite mesentérica, pressao nas capsulas hepaticas ou esplénicas
devido a organomegalia, ou entdo colecistite alitidsica. E fulcral em pacientes com dor

abdominal no decorrer da MI considerar-se sempre a hipotese de rotura esplénica .

Também, numa percentagem indeterminada de pacientes sem razoes genéticas
definidas para um controlo inadequado do virus, a infecao primaria por EBV pode resultar
numa doenca multissistémica cronica. Estes apresentam um perfil persistente que se traduz
em indices negativos de VCA IgM, indices elevados de VCA IgG e indices moderadamente
elevados de EBNA-1 IgG. Aparenta haver dois padroes clinicos de MI cronica, sendo que o
primeiro padrao consiste na recuperacao da doenca inicial e persisténcia ou recorréncia dos
sintomas que se desenvolvem meses a anos ap6s a MI aguda. O segundo padrao consiste

numa doenca continua “mono-like” com duracao indefinida ™.

Relativamente a prevencao e eventual terapéutica, alguns ensaios clinicos avaliaram
estratégias de desenvolvimento de uma vacina programada para induzir respostas imunes
celulares e/ou humorais, sugerindo que uma vacina contra o EBV tem a possibilidade de
conferir protecao contra a MI e reduzir neoplasias associadas ao EBV, sem se adquirir

contudo uma imunidade esterilizante 5.

Importa salientar também que o tratamento da MI com corticosteroides na fase

aguda da doenca é controverso, mas admite-se a vantagem do seu uso em casos de obstrucao
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da via aérea ou em casos onde se verificam fenémenos autoimunes, tais como anemia e/ou
trombocitopenia. Os efeitos adversos incluem casos de celulite periamigdalina, inicio
agudo de Diabetes Mellitus e sequelas neurologicas, assim como uma possivel diminuicao
da libertacao da carga viral ¢ 9. Por se tratar de uma infecao de causa viral, na maioria dos
casos, o tratamento consiste no repouso, hidratacao, analgesia e antipiréticos 9. Alguns
estudos iniciais relatam que o tratamento com aciclovir jA demonstrou levar a uma
diminuicdo da disseminacao do virus na orofaringe e que o efeito geral é positivo,
verificando-se também a sua utilidade em casos graves com comprometimento das vias
aéreas 9. Contudo, apés uma meta-analise de 5 estudos, concluiu-se que a efetividade do
aciclovir € incerta na fase aguda da M1, nao havendo evidéncia cientifica significativa para
suportar o seu uso 9 4. OQutros tratamentos com valaciclovir e o ganciclovir mostraram ser
promissores no tratamento da MI grave, das suas possiveis complicacoes e efeitos da MI em
imunocomprometidos. No entanto, ainda nao sao recomendados devido a necessidade de
se realizarem mais estudos 9. A utilizacdo de metronidazol ainda nao é recomendada por
rotina por serem necessarios estudos com amostras mais representativas. Contudo, alguns
ensaios clinicos demonstram o seu efeito benéfico na MI grave, suprimindo a flora
anaerobica oral (que caso contrario contribuiria para o processo inflamatério) e reduzindo,

assim, os niveis de internamento hospitalar 9.

A resposta imune, através da producao de anticorpos, é importante para adquirir
imunidade protetora. Os pacientes com MI possuem niveis reduzidos de anticorpos contra
o antigénio gp350 quando comparados com os pacientes assintomaticos. Verificou-se que,
apesar de a vacinacao de adultos EBV-seronegativos com uma vacina constituida por gp350
nao ter resultado na prevencao da infecao por EBV, a sua implementacdo alcancou uma
reducao da sintomatologia de MI. Assim, coloca-se a possibilidade destes anticorpos
especificos reduzirem a severidade dos sintomas apesar de nao prevenirem a instalacao da
infecdo. Sabe-se também que uma MI fulminante pode ocorrer em casos de individuos

portadores de imunodeficiéncias primarias prévias 3.

4.1.2.Infecdo cronica ativa por EBV (CAEBV)

Na evolucao da doenca ha que considerar também a infecao cronica ativa por EBV.
Esta foi descrita pela primeira vez em 1986 e é atualmente considerada como o exemplo
padrao de doencas linfoproliferativas de linfocitos T ou de células NK associadas ao EBV 15.
E uma doenca linfoproliferativa que ocorre mais frequentemente em criancas e adultos
jovens e que se caracteriza pela proliferacao clonal de linfocitos infetados pelo virus,
podendo evoluir para patologia maligna/neoplasica . Trata-se de uma patologia rara na

Europa e Estados Unidos da América, contudo, muito frequente na Asia e América do Sul e
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encontra-se descrita na literatura por uma apresentacao recorrente de sintomatologia de

MI por mais de 6 meses 4.

Esta fase da evolucao da doenca progride, inicialmente, como uma infecao aguda
com niveis muito elevados de anticorpos contra EBV ou DNA viral no sangue, associada a
evidéncia histologica de infiltracao de 6rgao com células infetadas pelo virus, assim como,

detecao de proteinas ou acidos nucleicos do EBV nos tecidos 4.

Na sua evolucao mais grave, o tipo severo foi caracterizado como uma doenca
especifica de mau prognostico associado as suas caracteristicas clinicas, virologicas e
patologicas. Assim, a sintomatologia na infecao crbnica ativa por EBV é geralmente
caracterizada por febre prolongada ou intermitente, linfadenopatia e
hepatoesplenomegalia, elevacao das transaminases, sem doencas definidas subjacentes
aquando o diagnostico, podendo verificar-se também casos de trombocitopenia, anemia,
exantema cutaneo, diarreia e uveite. Assim, esses doentes podem apresentar-se com outras
patologias hematologicas, neurolbgicas, pulmonares, cardiacas, digestivas, oculares e/ou
dermatolégicas de prognostico reservado. Sendo frequente no decorrer dessa infecao o
desenvolvimento de doencas malignas do foro hematologicas tais como, doencas

linfoproliferativas ou linfomas de linfécitos T ou de células NK 15 16 7,

Pensa-se que, na CAEBV, niveis muito elevados de IgG contra antigénios liticos do
EBV [como o antigénio da capside viral (VCA) e o antigénio precoce (EA)] indicam a
presenca de replicacdo aumentada do virus subjacente, aparentando ser o critério mais
importante para a patogénese das varias neoplasias. Verificou-se que a expressao de LMP1
representa um impacto favoravel no prognoéstico clinico do linfoma extranodal de células
NK-T (LENKT) — tipo nasal 167,

Relativamente ao tratamento nesta fase, nao se verificou efetividade final com o uso
dos tratamentos antivirais (tais como, aciclovir ou ganciclovir), com o uso de agentes que
melhoram a imunidade [tais como, interferoes (INFs), interleucinas (ILs) ou linfocitos
citotoxicos especificos contra o EBV] e/ou com imunossupressores (tais como,
imunoglobulinas ou  corticosteroides). O uso da quimioterapia @ CHOP
(ciclofosfamida/doxorrubicina/vincristina/prednisona) e/ou altas doses de citarabina nao
demonstraram nenhum efeito positivo. Nao foi demonstrado nenhum tratamento eficaz,
exceto o transplante de células estaminais hematopoiéticas em casos de doenca
linfoproliferativa ou linfoma de linfocitos T ou de células NK. Apesar de se verificar uma
incidéncia consideravelmente elevada de complicacdes pos-transplante, se 0 mesmo nao

fosse efetuado, a mortalidade dos pacientes com CAEBV seria de aproximadamente 10% e
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a esperanca média de vida de aproximadamente 10-15 anos, maioritariamente devido a

faléncia organica, sindrome hemofagocitica e linfoma 71516 17,

4.2.Doencas Autoimunes Associadas ao EBV

Outro aspeto de suma importancia, prende-se com as doencas autoimunes associadas
ao EBV. Nesse contexto, € importante uma analise direcionada a confirmar a causalidade e
comprovar se o risco de contrair a doenca é superior nos pacientes EBV-seropositivos
quando comparados com os seronegativos. Nesses ultimos, torna-se importante saber se o
risco de desenvolver Esclerose Multipla também aumenta apo6s a infecao por este agente.

Atualmente, esta evidéncia apenas se verificou no caso da Esclerose Multipla 8.

4.2.1.Esclerose Multipla (EM)

A Esclerose Multipla (EM) é considerada uma doenca incapacitante nao-traumatica
(traduzida por uma mecanismo inflamatério autoimune), mais comum em adultos jovens,
e que provoca desmielinizacao imunomediada da substancia branca no SNC 1920, Tem vindo
a verificar-se um aumento na incidéncia e prevaléncia a nivel mundial sem causa especifica
determinada. E vista como uma doenca em dois estagios, com uma inflamacéo inicial
responsavel pela parte recorrente-remitente da doenca e uma fase mais avancada de

neurodegeneracao, com uma progressao nao recorrente (Esclerose miultipla progressiva) 9.

Coloca-se a hipotese de varios agentes infeciosos poderem ter um papel subjacente
a esta doenca, tais como: os herpes virus, o HHV-6, o virus varicela-zoster (VZV), o EBV, a
Chlamydia pneumonia, Helicobacter pylori e a Borrelia burgdorferi 2°. Estes agentes,
através da producao de antigénios que mimetizam glicoproteinas e glicolipidos presentes
na superficie das células do SNC, ativam linfocitos autorreativos que, através de anticorpos,

podem promover uma inflamacao a nivel do SNC 2.

Estudos efetuados demonstraram que o risco de desenvolver EM é muito superior
(2-3 vezes) em individuos que tenham sofrido de MI do que nos que nao tenham, sendo
assim a base central para a evidéncia epidemiologica da associacao entre o EBV e a EM. Os
individuos EBV-seronegativos tém um risco de desenvolver EM 15 vezes mais reduzido que
os seropositivos. Nos seropositivos, o virus desencadeia uma resposta imune mediada pelas
células Th1 (T-helper 1) e codifica proteinas que inibem a producao de citocinas antivirais
(Interferao alfa (IFN-a) e IFN-y) e proteinas que interferem com a apresentacao dos

antigénios virais e outras que inibem a apoptose das células imunes infetadas 2'.

Uma meta-analise concluiu que o risco de desenvolver EM aparenta ser superior

naqueles que desenvolveram MI em idades mais tardias aquando infetados pelo EBV
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(incidéncia comeca a aumentar na adolescéncia, atingindo um pico entre os 25 e os 30
anos), ser moderado para os pacientes infetados durante a infincia e ser de
aproximadamente zero para os que nao foram infetados. Uma meta-analise recente
demonstrou que o EBV esta presente em 100% dos casos de EM, sugerindo que este virus
nao é apenas fator de risco, mas também pré-requisito para a EM. Embora de forma
controversa, se o que é proposto pela teoria da MI e da EM for correto, uma vacina contra o
EBV poderia erradicar a EM. H4, concomitantemente, a sugestdao de que um ntmero
reduzido, contudo substancial, de casos de EM, pode ser prevenido pela exposicao das

criancas ao EBV antes da adolescéncia °.

Realca-se também que, num estudo de caso-controlo de pessoas que desenvolveram
EM, demonstrou-se que 100% dos pacientes EBV-seronegativos se tornaram seropositivos
antes do inicio da EM e que apenas 36% das pessoas sem EM se tornaram EBV-
seropositivos no mesmo periodo de tempo. Outro estudo demonstrou que o risco de
desenvolver EM aumentava ha medida que os titulos sorolégicos do EBNA aumentavam.
Um estudo de caso-controlo de pessoas que desenvolveram EM e que tinham amostras
seriadas do soro revelou que o tempo aproximado entre a infecdo primaria por EBV e o
inicio da esclerose multipla foi de 2.3 a 9.4 anos (média de 5.6 anos) 22. Um outro artigo
reportou que o risco relativo de desenvolver EM para pessoas com histérico de MI é de 2.17

vezes mais e que aumenta em pessoas com determinados tipos de haplétipos MHC 23,

Sabe-se que ser EBV-seronegativo é um fator de protecao para o desenvolvimento
de EM e que uma infecao sintomatica pelo virus duplica a probabilidade de vir a desenvolver
EM. O mecanismo pelo qual o virus se apresenta como fator de risco para desenvolvimento
da doenca é divergente, sendo que historicamente se propoe a teoria do mimetismo
molecular e, mais recentemente, a imortalizacdo e/ou transformacao dos linfécitos B

induzida pelo EBV 9.

Relativamente a patogenicidade do virus, sabe-se que este infeta as células B do SNC,
que por sua vez sao descobertas nas placas de EM e que os efeitos citotéxicos produzidos
nos tecidos cerebrais podem ser desencadeados por uma resposta imune aos antigénios
liticos virais. No entanto, as placas corticais com maior atividade encontram-se
maioritariamente rodeadas por linfocitos T CD8+, sugerindo que as lesoes de progressao da
EM nao resultam das células B infetadas pelo EBV 2°. Teorias atuais sugerem que o método
usado pelo EBV para se transladar da circulacao periférica para o SNC pode passar por uma
fuga das células B infetadas através da barreira hematoencefalica, criando uma inflamacao
local e ativacao cruzada de anticorpos contra o virus que se ligam aos antigénios da mielina,

ou entao através de uma desregulacao do sistema imunitario devido a manipulacao de
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células B e mondcitos, o que leva a uma autorreatividade das células T 2. Foi proposto que
o EBV possa residir nas células imunes e gliais do SNC e que as mesmas podem ser
reconhecidas pela resposta celular B que, por sua vez, pode ser facilitada pela expressao de
alelos de suscetibilidade a EM, do MHC. De outro modo, as lesdes tipicas da EM podem ser
criadas quando as células B que saem do SNC sao reconhecidas pelos linfocitos T CD8+
citotoxicos, a subcategoria maioritaria de células T nas lesoes da EM. A imortalizacao de
células B infetadas pelo virus EBV ¢ facilitada pela expressao de EBNA1, EBNA2, LMP1 e
LMP2, e especialmente a LMP1, que pode ser frequentemente encontrada no SNC de
pessoas com EM. As células B de memoria tornam-se um reservatorio viral onde as
adaptacoes e laténcia virais promovem uma fuga a vigilancia imunolégica realizada pelos
linfocitos T citotéxicos e por anticorpos. Sendo que, tanto a LMP1 como a LMP2, sao
produzidas simultaneamente e se regulam uma a outra, a sua desregulacao pode gerar uma
expansao autorreativa das células B que se tornam independentes da coestimulacao por
linfocitos T. Este processo pode ser facilitado pelos alelos de suscetibilidade da EM que
reduzem a expressao de CD40 (Cluster de diferenciacao 40) o que, por sua vez, pode reduzir
as condicOes necessarias para ativar o LMP1 e assim permitir ao individuo uma resposta
mais rapida a infe¢oes. No entanto, simultaneamente, pode promover o desenvolvimento

de doencas autoimunes e neoplasicas 24.

H4 incongruéncias nos estudos realizados até a presente data relativamente a
hipo6tese do EBV ser uma exigéncia para o desenvolvimento de EM. No entanto, ha autores
que sugerem que a utilizacao de aciclovir possa ter influéncia nos outcomes dos pacientes
com EM e conjuntamente hi autores que sugerem que uma vacinacao contra o EBV em
criancas com risco elevado de desenvolver EM devido a historia familiar positiva, possa ser
benéfico 20. Um estudo realizado por Wandinger et al. verificou que existia uma associacao
entre a reativacao do EBV e as recaidas da EM, contudo, o0 mesmo nao se verificava com a
progressao da doenca 2°. Um estudo realizado por Villoslada et al. encontrou niveis elevados
de IgG anti-EBNA em doentes em fases iniciais de EM verificando-se que a medida que a
EM ia progredindo havia uma diminuicido da prevaléncia dos anticorpos referidos,
concluindo que a EM pode ser primariamente desencadeada por antigénios virais do EBV
latente de individuos imunizados, mas que a progressao ou as alteracoes no padrao de EM

secundaria-progressiva nao se encontravam relacionadas com o virus 2°.

Coloca-se a hipotese de que, o aumento da prevaléncia e a associacao do EBV a EM
e outras doencas autoimunes, seja apenas uma consequéncia de uma ativacao cronica das
células B mas nao um agente causador. Assim, o envolvimento deste virus e a forma através
da qual influencia a EM permanecem atualmente incertas até que se verifique uma resposta

e diminuicao da atividade da mesma a um tratamento de inibigao viral 24.

21



A transversalidade do virus Epstein-Barr e suas consequéncias benignas e malignas mais frequentes

4.3.Neoplasias Associadas ao EBV

Em relacao as neoplasias associadas ao EBV, anualmente, a nivel mundial, sao
reportados aproximadamente 200.000 novos casos, sendo as mais frequentes: linfoma de
Burkitt (LB), linfoma de Hodgkin (LH), doenca linfoproliferativa pés-transplante (DLPT),
linfoma difuso de grandes células B (LDGCB), linfoma extranodal de células NK-T

(LENKT)- tipo nasal e carcinoma nasofaringeo (CN) 5.

4.3.1.Linfoma de Burkitt (LB)

O Linfoma de Burkitt (LB) compreende a maioria dos linfomas de células B da
infancia, mas apenas até 5% dos linfomas de células B na idade adulta. Trata-se de um
linfoma nao-Hodgkin de alto grau e, apesar de estar associado ao EBV, o virus nao é
necessario como agente causal. Este linfoma origina-se a partir de centros germinativos ou
pos-germinativos de células B 25. Todos os tipos de LB possuem a translocacao do gene
regulador/proto-oncogene MYC (no cromossoma 8) justaposta ao gene da cadeia pesada
(mais frequentemente), ou da cadeia leve da Ig, no cromossoma 14, e, quando uma célula B
¢ infetada previamente a translocacao, apos a mesma, as células evitam a morte celular por

apoptose entrando depois num crescimento descontrolado 26 27 28,

Salientar a existéncia de 3 formas descritas: a endémica, a esporadica e a associada
a imunodeficiéncia 25. O LB endémico manifesta-se mais frequentemente em criancas sob a
forma de um tumor da mandibula, podendo apresentar-se igualmente no intestino, mama,
ovario, e associando-se também, a manifestaces com caracteristicas leucémicas; o LB
esporadico manifesta-se em idades mais tardias (30 anos), frequentemente com massas
abdominais, linfadenopatia localizada, doenca extranodal, envolvimento do SNC e
envolvimento da MO; e o LB associado a imunodeficiéncia afeta principalmente os
individuos VIH+ e os recetores de o6rgaos transplantados, manifestando-se de forma
clinicamente agressiva, com mais sintomas B, maior incapacidade para as atividades de vida

diaria, doenca em estadio avancado e envolvimento da MO 25.

Sabe-se que o EBV conduz ao desenvolvimento de linhas celulares linfoblastéides
alteradas através da ativacao da proliferacdo de células B. Estas linhas celulares sao
responsaveis pela producao de proteinas virais de laténcia que, por sua vez, modulam as
vias reguladoras da phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) e do NF-kB que, quando
alteradas, se relacionam com uma desregulacio do ciclo celular e neoplasias,

nomeadamente o LB 4 27 29,

O LB endémico encontra-se uniformemente associado com o EBV

(aproximadamente 100% dos casos sao EBV-seropositivos) e afeta principalmente criancas
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entre os 4-7 anos (apesar de 50% das criancas ser infetada com o virus ainda antes do 1 ano
de vida), maioritariamente do sexo masculino, no este de Africa, envolvendo habitualmente
a mandibula e outros ossos do macico facial. No entanto, também pode envolver outros

locais extranodais 8 2227,

Torna-se interessante realcar que estudos realizados demonstraram que uma
exposicao das criancas em areas com elevada incidéncia para o LB endémico a uma infecao
por Plasmodium falciparum (as restantes formas do plasmodium ainda nao foram
implicadas na etiologia do LB associado ao EBV) tem vindo a ser associada a taxas de
reativacido do EBV mais elevadas, assim como mais episdodios de virémia quando
comparadas com criancas que nao foram coinfetadas de forma repetida com a malaria 3°.
Estudos epidemiologicos concluem que, a existéncia de LB endémico, € restrita a regioes
geograficas onde a malaria por Plasmodium falciparum é endémica e também onde a

infecdao priméria por EBV ocorre em idades mais precoces 28.

A influéncia da malaria no LB associado ao EBV tem como base dois mecanismos
etiol6gicos possiveis: a) através da inducao de défices na vigilancia imunologica para com
os antigénios virais e consequente incapacidade de reduzir o nimero de células B infetadas
pelo virus na sua forma latente durante episddios de reativacao litica; b) através da inducao
da ativacao das células B que, por sua vez, leva a uma reativacao litica viral e a uma
expressao andmala da activation-induced cytidine deaminase (AID) e por conseguinte um
aumento do sucesso da oncogénese provocada pela translocacao do MYC. Pensa-se que a
associacdo do EBV com a infecio por malaria possa entdo gerar um ambiente de
instabilidade genética e de oncogénese e que a malaria nao atue como um imunossupressor,
mas sim como um potente agente desencadeador da patogénese do LB endémico associado
ao EBV 3031,

Relativamente ao LB esporadico, este é encontrado mundialmente mas ocorre
maioritariamente em paises ocidentais e apenas 10-12% dos casos sao associados ao EBV.
Tem maior incidéncia em criancas do sexo masculino, sendo que, anatomicamente, os locais
mais afetados se encontram na regiao abdominal, apesar de ser possivel diagnosticar-se

noutras localizacoes nodais ou extranodais 8.

Em pacientes com VIH, o LB encontra-se associado ao EBV em 40-50% dos casos,
apresentando-se frequentemente de forma muito agressiva e ocorrendo habitualmente nas
fases mais precoces da infecdo ou em doentes com imunossupressao grave, com niveis de
células T CD4+ <200/uL, sendo que, o mais habitual é apresentar-se em estadio avancado

e com sintomas B 8 26, O LB também pode ocorrer, raramente, como uma complicacao
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linfoproliferativa tardia apés um transplante de orgaos 8. Habitualmente ha maior
percentagem de envolvimento nodal do que no LB endémico, apesar do envolvimento
extranodal do trato gastrointestinal, medula 6ssea ou do SNC permanecer frequente 2¢ 32, O
prognostico relaciona-se com o grau de imunodeficiéncia de base e com a extensao e volume
do tumor, revelando ser pior em situacao de imunodepressao grave e condicionando o
envolvimento da MO e do SNC 26, Comparativamente aos casos de LB esporadico, este LB

VIH+ demonstra uma variacao superior ao nivel do tamanho e forma celular 2°.

No que concerne ao tratamento do LB em individuos VIH+ ou com imunodeficiéncia
primaria, habitualmente realiza-se, para além do regime de quimioterapia,

concomitantemente terapia antirretroviral 25.

4.3.2.Linfoma de Hodgkin (LH)

O Linfoma de Hodgkin (LH) decorre de uma expansao clonal de células B malignas.
Habitualmente, ao diagnostico, os pacientes apresentam-se num estadio avancado com
frequente envolvimento da MO 33. A “massa” clinicamente diagnosticada, aparenta ser
maioritariamente constituida por células reativas e a parte maligna de células tumorais

corresponde apenas a <1% do tecido ou n6dulo maligno 33.

Estudos realizados demonstraram que titulos aumentados de anticorpos contra o
EBYV (antes e no momento do diagnostico do LH), a detecao por Hibridacao in situ do DNA
viral e a expressao de Epstein-Barr encoding regions (EBERs) [nas Células de Reed-
Sternberg (CRS)] e a detecao de DNA clonal do EBV em 20-25% de tecidos do LH
evidenciam o envolvimento do virus na patogénese do LH e sugerem que a infecao viral do
progenitor tumoral das CRS ocorreu previamente a expansao clonal 34. A prevaléncia do
EBV nas CRS varia de acordo com o subtipo histologico e com os fatores epidemiologicos.
No entanto, € mais frequente encontrar a presenca de EBV nos LH classicos de celularidade
mista e menos frequentemente nos de esclerose nodular. As proteinas EBNA1 (estimulando
a replicacao do genoma viral, transformacao maligna pela infrarregulacio de um gene
supressor de tumor e atracao de Linfocitos T reguladores), LMP1 (mimetizando o recetor
CD4o0e levando a ativacao da via do NF-kB que por sua vez mantém a proliferacao celular
e evita a apoptose) e LMP2A (mimetizando o recetor de célula B e permitindo que os
precursores de células B que nao possuam este recetor sobrevivam a apoptose) sao
expressas nas CRS infetadas pelo EBV. A LMP1 induz também a expressao do ligando da
proteina de morte celular programada 1 (PD-L1) através das vias da Proteina de ativacao 1
(AP-1) e da Janus kinase/signal transducers and activators of transcription (JAK-STAT).
Conclui-se assim que, a infe¢ao por EBV induz a expressao de PD-L1 nos linfécitos de modo

a promover o estado de tolerancia imunologica. E devido a este facto que se realizam
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tratamentos com anticorpos anti-proteina de morte celular programada 1 (PD-1)
(pembrolizumab ou nivolumab), terapéuticas consideradas seguras e efetivas em estudos
de follow-up a longo termo para doentes com Linfoma de Hodgkin Classico (LHc)
recidivante e/ou refratario. Devido ao seu sucesso nesta vertente, estao a ser efetuados
estudos para aplicar esta terapéutica em casos de LHc, assim como o uso de Bortezomib,
um inibidor de proteassoma, de modo a inibir as vias de sinalizacao da NF-kB para o LHc

recidivante e/ou refratario 35 36 37,

Outro estudo demonstrou também que, o EBV se encontra associado ao LHc em
aproximadamente 40% dos casos e a expressao de LMP1 no LHc é significativamente mais
elevada na Africa e América do Sul. O LHc associado a EBV é mais frequente em criancas,
no sexo masculino e apresenta-se habitualmente em estadios clinicamente avancados, e a
sobrevida associada a doenca ¢ inferior em mulheres mais velhas e também em pacientes

pediatricos, bem como em jovens adultos que apresentem estadios avancados da doenca 38.

Considera-se que o EBV é fator causal para o LH, pelo menos em algumas variaveis,
particularmente nos paises em desenvolvimento e nos subtipos de LH associados ao VIH.
Demonstrou-se também que, em pacientes VIH+ que desenvolvem LH, o EBV é encontrado
em praticamente 100% dos casos e frequentemente em pacientes com niveis intermédios de
imunodeficiéncia nao sendo, contudo, nesse contexto, considerada doenca definidora de
SIDA 28 33 34,

Alguns estudos demonstraram que no paciente com VIH, quando ocorre uma
infecao por EBV e ha estimulacao da expansao clonal, a deplecao do sistema imune celular
pode ter um efeito protetor. Verificou-se que, pacientes VIH+ sob terapia antirretroviral,
nao ficam protegidos relativamente ao desenvolvimento do LH e que, em pacientes
controlados sob esta terapia e com contagens elevadas de células T CD4, este facto pode
inclusive contribuir para a patogénese e risco de desenvolver LH. Os pacientes VIH+ com
LH, aquando do diagndstico apresentam-se habitualmente em estadios avancados da

doenca e ja com envolvimento da MO 33.

Outro estudo demonstrou que a MI se associa a taxas aumentadas de LH. Também
em estudos recentes, se verificou que o tempo médio entre a ocorréncia de MI e o
desenvolvimento de LH associado ao EBV foi de 4 anos e que o risco relativo de desenvolver
este linfoma era 4 vezes superior depois da manifestacao de MI por EBV. O desenvolvimento
de uma vacina que reduzisse a MI por EBV poderia reduzir o risco de desenvolvimento de
LH 22,
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O LHc em criancas e em adultos jovens pensa-se ser consequéncia da infecao
primaria por EBV, enquanto que nos adultos pensa-se ser consequéncia, em parte, da
senescéncia da imunidade ao EBV e do aumento dos niveis de EBV. O papel etiologico do
EBV no LHc aparenta ser o de fornecer os sinais necessarios para o crescimento e

sobrevivéncia das alteracoes neoplasicas nas células progenitoras das CRS 28.

4.3.3.Doenca linfoproliferativa pés-transplante (DLPT)

A doenca linfoproliferativa pos-transplante (DLPT) consiste numa complicacao da
imunossupressao farmacologica realizada apos transplante de 6rgaos solidos ou transplante
de células estaminais hematopoiéticas 39 4°. A rececao de enxertos ricos em tecido linfoide,
com células B infetadas com o EBV e o uso frequente de preparacoes de anticorpos contra
linfocitos T, de modo a evitar a rejeicao celular aguda ou como agentes pré-condicionadores,

diminuem a resposta direta dos linfécitos T CD8+ contra o virus 4.

Habitualmente, esta doenca é causada por uma infecao por EBV com consequente
proliferacao anormal de células B que, num paciente sob imunossupressao, se torna grave
e pode causar desde hiperplasia linfoide com infiltrados clonais por infecao por EBV até
linfomas. Nos pacientes pediatricos com DLPT, os sintomas envolvem a cabeca e pescoco
25-63% das vezes. A DLPT ocorre habitualmente nos primeiros dois anos apos realizacao
do transplante, provavelmente devido a elevada intensidade da imunossupressao. No
entanto, pode vir a ser diagnosticada apos varias décadas da transplantacao e em qualquer
estadio 39 42. E relevante salientar que os pacientes EBV-seronegativos, antes da realizacio
do transplante, sdo aqueles com maior risco de desenvolver DLPT quando recebem um

orgao de um dador EBV-seropositivo 43.

Casos de DLPT podem ser divididos em dois tipos principais: doenca de inicio
precoce (monoclonal ou policlonal) relacionada com o EBV, que pode responder a uma
reducdo por imunossupressao, ou doenca de inicio mais tardio que é habitualmente um
linfoma EBV-seronegativo e que requer quimioterapia agressiva e apresenta fracos

resultados 43.

Deve suspeitar-se de DLPT em pacientes com elevadas cargas virais de EBV e
achados focais ao exame objetivo, ou num paciente assintomatico com uma infecao
primaria por EBV e um aumento da carga viral 4. Aproximadamente 90% dos casos de
DLPT originam-se de células B e 80% associam-se ao EBV. Os sintomas sao frequentemente
inespecificos e moderados tais como, febre, sintomas mononucleose-like, linfadenopatia e
infecOes recorrentes. Esta doenca tende a ocorrer em locais extranodais tais como o figado,

o trato gastrointestinal, o rim e o SNC, apesar de também ser habitual haver multiplo
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envolvimento nodal. A DLPT é frequentemente associada a doentes com transplante de
pulmao (6-10%), de coracao (3-5%), de figado (2-3%) e de rim (1.5-2.5%) e a prevaléncia

relacionada com a duracao e intensidade da imunossupressao utilizada 42 43.

Pacientes com VIH/SIDA com imunodeficiéncia grave e alta carga viral de EBV,
desenvolvem, habitualmente, linfomas associados ao virus EBV pela falta de células
importantes no controlo da infecao por EBV. Assim, verificaram-se melhores resultados
com a aplicacdo da terapia de transferéncia celular adotiva de células T para patologia
linfoproliferativa pos-transplante provocada pelo EBV, quando os linfocitos T CD4+

especificos do EBV sao transferidos para o paciente juntamente com linfocitos T CD8+ 34,

A primeira linha de tratamento para a DLPT passa pela restauracao dos niveis de
células T através da reducao da imunossupressao. Igualmente, o uso de imunoglobulinas
intravenosas pode auxiliar passivamente na reposicao da imunidade anti-EBV 44. O uso de
aciclovir, ganciclovir ou cidofovir pode revelar-se util, no entanto, a sua eficacia ainda nao

foi demonstrada em ensaios clinicos comparativos e prospetivos 4.

O controlo dos niveis de EBV pode ser realizado através do teste de PCR o que ajuda
no diagnostico de DLPT. Contagens absolutas de células T CD4+ significativamente baixas
na DLPT associam-se a cargas virais elevadas. Niveis elevados das Interleucina 6 (IL-6) e

IL-10 observaram-se em doentes com DLPT apos transplante hepéatico 4.

Conclui-se que a incompatibilidade relacionada com o EBV (Dador+/Recetor-)

contribui para o risco de desenvolver DLPT 43.

4.3.4.Linfoma Difuso de Grandes Células B (LDGCB)

Anteriormente denominado de linfoma difuso de grandes células B (LDGCB) do
idoso, o LDGCB associado ao EBV, reconhecido em 2016 pela Organizacao Mundial de
Saide (OMS), ocorre maioritariamente em individuos imunossuprimidos, com idade
superior a 50 anos e apresenta-se clinicamente agressivo e com um prognostico pior que o
LDGCB EBV-seronegativo para a mesma faixa etaria 45 46, Contudo, também pode ser
observado em pacientes mais novos e/ou imunocompetentes, apesar do seu aparecimento

ser mais frequentemente relacionado com a senescéncia relacionada com a idade 47 48.

Ha uma predominancia deste linfoma na populacao asiatica (quando comparada
com as populagoes ocidentais) e em pacientes com processos inflamatorios cronicos. O
LDCCB EBV-seropositivo apresenta-se em locais extranodais em 70% dos pacientes,

embora haja frequentemente envolvimento simultaneo dos nddulos linfaticos 45 46,
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Varios estudos concluiram que, ser seropositivo para o EBV, é um fator prognostico
adverso. Recentemente, demonstraram que é mais dificil atingir a remissao completa apo6s
quimioterapia quando se ¢ EBV-seronegativo e, nesse contexto, verificou-se uma sobrevida
inferior dos EBV-seropositivos. Contudo os outcomes costumam ser ligeiramente melhores
quando os pacientes sao tratados com quimioimunoterapia 4¢ 47. A imunoterapia celular
utilizada até ao momento, consiste no uso de linfocitos citotoxicos autélogos direcionados
a antigénios LMP e serve como tratamento coadjuvante ap6s quimioterapia, de modo a

prevenir recidivas, ou como tratamento de salvacao na doenca refrataria/recidivante 49.

Varios farmacos foram testados e, nesse contexto, as terapias antivirais (como o
ganciclovir e o aciclovir), para induzirem atividade antiviral, necessitam de proteinas de fase
litica. Contudo, o virus mantém-se em fase latente nas células B infetadas, tornando-se
importante induzir a fase litica para poder levar a uma exposicao efetiva ao tratamento
antiviral e ao sucesso terapéutico. Nessa sequéncia, torna-se necessario recorrer a indutores
da fase litica que sao inibidores da metil-transferase, inibidores da histona desacetilase e

inibidores dos proteassomas 47.

Estudos em desenvolvimento revelam que a imunoterapia aparenta oferecer uma
alternativa eficaz para pacientes com linfomas associados ao EBV, incluindo o LDGCB, bem
como a utilizacao de Células T CAR (recetor de antigénio quimérico), células modificadas
contra marcadores associados ao tumor que se encontra em desenvolvimento. Atualmente,
ja existe evidéncia cientifica da eficacia da terapia com Células T CAR direcionadas ao LMP1

como terapéutica no CN 47.

4.3.5. Linfoma Extranodal de células NK-T (LENKT)- tipo nasal

O linfoma extranodal de células NK-T (LENKT) é um tumor mais frequentemente
observado na cabeca e no pescoco, primariamente na cavidade nasal e ¢é
predominantemente um linfoma extranodal da linhagem de células T ou células NK. Este
tipo de tumor é caracterizado pela infecao por EBV, necrose proeminente, imunofendtipo
citotoxico e angioinvasao. O LENKT envolve mais frequentemente a cavidade nasal e/ou os
seios perinasais. Sempre que se verificar um envolvimento da nasofaringe e da cavidade oral
(palato) deve excluir-se uma extensao de um tumor primario da cavidade nasal. O LENKT
também pode ser observado em localizacOes extra-nasais e que nao sejam na cabeca ou
pescoco, tais como, a pele, tecidos moles, trato gastrointestinal e testiculos e, pode envolver,
secundariamente, os noédulos linfaticos, ou de forma menos habitual, o tecido muscular ou
o utero. O envolvimento de nddulos linfaticos regionais é relativamente comum mas ocorre
habitualmente numa fase mais tardia. Também se verificou que este tumor ocorre mais

frequentemente em locais onde ocorreu, previamente, infecao primaria por EBV 8 48 50 51,
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E frequente o LENKT apresentar-se em estadios avancados, com envolvimento
extranodal. Os sintomas sistémicos consistem em mal-estar geral, perda de peso e febre e
em raros casos pode surgir sindrome hemofagocitica. Contudo, individuos com LENKT em
idades mais precoces, apresentam mais frequentemente sintomas B, estadios mais

avancados e maior envolvimento extranodal 45 48 50,

Verificou-se que, este tumor é mais frequente em pacientes com quadros de
imunossupressao, incluindo os doentes submetidos a transplante de 6rgaos, assim como em
individuos originarios da Asia e Nativos da América Central e da América do Sul,
concluindo-se assim que ha uma predisposicao racial para desenvolver LENKT. Este tende
a ser uma doenca da idade adulta, com uma idade média de aparecimento entre os 44-54
anos, sendo de maior prevaléncia no sexo masculino (apesar de também poder surgir em
idades mais precoces como a adolescéncia, o que resulta na colocacdao da hipotese da
existéncia de diferentes processos de etiologia do linfoma em causa). A maioria dos
pacientes falece ap6s em média 4.2 anos, aparentando ser a presenca ou auséncia de doenca
a nivel nasal, o fator de progndstico mais relevante 8 ¢ 45 50, Sabe-se que, pacientes com
LENKT e que se apresentam com patologia cutanea primaria sdo os que possuem pior

prognostico 45,

A apresentacao mais frequente consiste numa lesao ocupante de espaco, levando a
quadros obstrutivos e de epistaxis ou uma lesdao destrutiva na linha média facial
frequentemente associada a perfuracao do septo nasal, perfuracao do palato e/ou edema
orbital 8 50, Este linfoma é caracterizado por uma necrose proeminente, um fenotipo
citotoxico e uma associacao com o EBV. A linhagem celular pode ser maioritariamente de

células NK ou de linfécitos T citotdxicos 5°.

O tratamento mais habitual consiste em quimioterapia com ou sem radioterapia,
sendo que esta tltima é adicionada no caso de pacientes com patologia localizada. Decorrem
investigacoes que sugerem que a terapia com imatinib pode ser 1til, futuramente, devido ao
perfil génico de sobreexpressao do fator de crescimento alfa derivado de plaquetas (PDGF-
alfa). O tratamento com radiacao e quimioterapia em simultdneo ou entao tratamentos tal
como o SMILE (esteroides, metotrexato, ifosfamida, L-asparaginase e etoposido) melhoram
0 prognostico, anteriormente muito reservado (sobrevivéncia média de 30-40%), desta

patologia 8 50 45 52,

Outro aspeto de suma importancia reside no diagndstico diferencial com a
granulomatose de Wegener e com uma infecao por herpes simples, devido a partilha de

algumas semelhancas 5°.
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Conclui-se haver necessidade de incorporar elementos tais como, tomografia por
emissao de positroes em conjunto com uma tomografia computorizada (PET-TC) e
avaliacao do DNA do EBV plasmaético em futuros modelos prognosticos, de modo a prever
outcomes e adaptar uma terapéutica adequada tomando em consideracao os fatores de risco
que possam existir. E importante investir na realizacdo de ensaios clinicos para testar
terapias imunologicas baseadas no estimulo da atividade antiviral mediada pelas células T

devido a infecao por EBV das células linfomatosas 5.

4.3.6.Carcinoma Nasofaringeo (CN)

A prevaléncia do CN associado ao EBV (mais de 97% dos Carcinomas Nasofaringeos
sao EBV-seropositivos), alerta para a importancia do controlo que deve haver perante
células epiteliais infetadas pelo virus nos locais de ocorréncia desta neoplasia ** 53 54, Sabe-
se que o virus permanece dentro das células epiteliais em fase latente devido a fusao de
terminais de fragmentos do seu genoma em plasmideos e que, estudos realizados,
detetaram fragmentos fusionados com tamanhos similares em diferentes amostras de
bidpsias de CN, sugerindo uma possivel etiologia de expansao clonal a partir de uma tnica
célula EBV-positiva. Estudos recentes, que exploram a base molecular do CN, encontraram
alteracoes genéticas cruciais para o desenvolvimento e progressao da doenca. Contudo,
atualmente a base molecular da patogénese do EBV no epitélio nasofaringeo ainda nao ¢
considerada exata 53 55, O CN é um carcinoma com uma elevada infiltracao linfocitaria de
linfécitos nao-malignos e considera-se que o EBV é uma componente necessaria a
patogénese do mesmo, contudo, insuficiente, necessitando de alteracoes cromossémicas
pré-neoplasicas adicionais que posteriormente se iram combinar com 0 microambiente

imune 55 56,

E de salientar que o estadio da neoplasia é um importante fator de prognéstico com
impacto a nivel da sobrevivéncia e dos outcomes. Trata-se de um carcinoma com elevada
prevaléncia no continente asiatico (sobretudo na China) e moderada no continente
Africano, rara incidéncia na América do Norte, Europa, América Latina e Oceania e uma
prevaléncia 3 vezes superior na populacao masculina, quando comparada com a feminina.
Investigacoes realizadas, que analisaram os polimorfismos do genoma do EBV em
diferentes cancros em que os pacientes revelaram ser EBV-seropositivos, agruparam o EBV
de origem asiatica separadamente das restantes regioes geograficas, colocando a hipotese
de que, alteracoes minimas em nucle6tidos do genoma viral, possam ser um fator de risco

para a prevaléncia mais elevada de CN na populacao verificada nesta regiao 5° 53 57,

Os sintomas precoces do CN sao inespecificos e podem incluir cefaleias, algia facial

neuropatica, massa cervical, epistaxis e obstrucao nasal, o que pode culminar em
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diagnosticos incorretos, atrasos terapéuticos e outcomes pobres devido a consequente
realizacao do diagnostico em fases tardias da doenca. O protocolo standard no caso de uma
suspeita de CN em populacoes de risco consiste numa avaliacao endoscopica completa do
trato aerodigestivo superior. A maioria dos casos de CN é diagnosticado ja em fases

avancadas da doenca, quando os doentes apresentam massas cervicais 53.

No que concerne ao diagnostico, as bidpsias das lesoes e a avaliacao histopatologica
sao fundamentais. Os anticorpos IgA anti-EA e anti-VCA e os IgA anti-EBNA1 sao
frequentemente utilizados para detetar casos de CN em areas onde a doenca é endémica.
No entanto, a sua baixa sensibilidade e especificidade impede o seu uso para rastreio de CN
em populacoes assintomaticas. A detecio do DNA do EBV, como um teste de rastreio
populacional, afigura-se uma promissora abordagem futura para detetar casos de CN em
estadios precoces, ja que os estudos feitos até a data demonstram uma elevada sensibilidade
e especificidade deste teste serologico 53 5558, A combinacao do resultado obtido na PET com
o radioisétopo FDG-Fltor 18 e dos niveis de DNA do EBV no plasma através do teste da
PCR, pode ser uma melhor estratégia de estratificacao dos pacientes com CN em diferentes
subgrupos, mais precisos do que os obtidos através do sistema de estadiamento

convencional TNM (avalia o Tumor, N6dulos Linfaticos e Metésteses) 55.

Considera-se importante destacar que o progndstico se torna mais reservado se ao
momento do diagnoéstico de CN forem encontradas metastases ganglionares cervicais ou
retrofaringeas, ja que, nestes casos, o risco de micro-metastases a distancia é superior e a
quimo-radioterapia concomitante pode vir a ser necessaria 53. Contudo, recentemente,
demonstrou-se que a utilizacdo de um diagrama que combine o DNA plasmaéatico do EBV
pré-tratamento e as possiveis formas de apresentacao clinico-patologicas resulta numa
predicao mais precisa a nivel do progndstico para estes pacientes. Demonstrou-se que, uma
resposta desfavoravel da quantidade plasméatica de DNA do EBV apos a quimioterapia de
inducao, a meio do percurso radioterapéutico ou apos o tratamento, é um indicador de
prognostico adverso nos outcomes clinicos. Também, um ensaio clinico prospetivo
multicéntrico, confirmou que os niveis plasmaticos de DNA viral estao correlacionados com

o risco de faléncia locorregional, metastases a distancia e morte por CN 55 59,
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5.Conclusoes

Trata-se de um virus que possui, do ponto de vista etiopatolégico, transversalidade para
varias patologias com perfil oncologico, cuja eventual prevencao tem como base uma
melhor compreensao sobre a etiopatogenia viral, bem como a sua correlacao com a evolucao

do ponto de vista das patologias a ele associadas.

O virus Epstein-Barr possui um mecanismo maioritario de transmissao (através da
saliva) ideal para promover a sua propagacao. A patologia primaria benigna e autolimitada
mais frequentemente causada pelo virus é a MI, com uma comprovada distribuicao
mundial, é maioritariamente observada na adolescéncia e em jovens adultos de paises

desenvolvidos.

A nivel mundial tem-se verificado que, aproximadamente 90% dos adultos saudaveis
sao portadores do virus, tornando-se entao relevante a analise da distribuicao populacional
e incidéncia global das patologias a ele maioritariamente associadas, de modo a melhor
compreender os principais mecanismos base de cada uma delas e por forma a ser possivel

atuar a nivel profilatico e/ou terapéutico nas mesmas.

As células infetadas pelo virus, os antigénios e proteinas por ele produzidos [de acordo
com a respetiva fase em que o mesmo se encontra (fase litica ou fase de laténcia, com os
respetivos padroes de laténcia)], a sua atuacdo sob determinados mecanismos e vias
celulares (de realcar a via NF-kB) e os mecanismos de acao imunitaria por ele manipulados,
constituem a base da investigacao que decorre na atualidade de modo a poder intervir na
prevencao e no tratamento das varias patologias que estabelecem relacao etiopatogénica
com o EBV.

Verifica-se que o EBV possui um potencial superior para desenvolver patologia maligna
associada a situagoes de imunodeficiéncia. Estas ocorrem tanto em individuos que sejam
sujeitos a imunossupressao provocada [como no caso da Doencga linfoproliferativa pds-
transplante (DLPT) e do Linfoma de Burkitt que, podem desenvolver-se em doentes
submetidos a transplante de 6rgaos e imunossupressao medicamentosa, promovendo a
infecdo e expansao do EBV] mas também no caso de individuos cuja imunodeficiéncia
consiste em serem VIH+, ficando estes sujeitos a maior risco de desenvolver patologia
maligna associada ao EBV, tais como o Linfoma de Burkitt, Linfoma de Hodgkin e também
a DLPT.

E de salientar que a interacdo do virus com outras alteracdes provocadas por diferentes
agentes patogénicos também se verifica. Exemplo disso é o caso do Linfoma de Burkitt

endémico, cuja incidéncia se verificou superior em areas geograficas onde a malaria por
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Plasmodium falciparum também é endémica (provocando coinfeccoes sucessivas com

malaria).

Apesar do consideravel aumento na quantidade e qualidade dos estudos efetuados
relativamente ao virus e a sua associacao e mecanismos de relacdo com as malignidades
referidas ao longo da presente dissertacao, verifica-se que a tematica das malignidades
associadas ao virus Epstein-Barr carece, ainda, de maior aprofundamento e investimento
em estudos mais alargados e significativos, ja que, ainda existe uma deficiente estratégia de
reconhecimento e diagnostico no que diz respeito as neoplasias e doencas autoimunes
associadas ao EBV, assim como no que diz respeito a prevencao e terapéutica das mesmas

com base nos mecanismos de atuacao viral e consequente transformacao celular neoplasica.

Devido ao facto de a infecdo primaria por EBV constituir um fator de risco na
etiopatogenia da Esclerose Miiltipla e das malignidades referidas ao longo da presente
dissertacao, devem ser constituidos e implementados planos de acompanhamento e
vigilancia da populacao residente em zonas endémicas, perspetivando o aparecimento das
malignidades [linfoma de Burkitt (LB), linfoma de Hodgkin (LH), doenca linfoproliferativa
pos-transplante (DLPT), linfoma difuso de grandes células B (LDGCB), linfoma extranodal
de células NK-T (LENKT)- tipo nasal e carcinoma nasofaringeo (CN)], assim como um
acompanhamento transversal e horizontal para todos os doentes que desenvolveram MI
aquando da infecao primaria por EBV. Esta necessidade surge com o intuito de detetar e
prevenir possiveis alteracoes neoplasicas decorrentes dos mecanismos de interacao entre o
virus e o organismo. Desta forma, deparamo-nos com a imprescindibilidade de conceber
abordagens laboratoriais mais cuidadas e rigorosas e com a necessidade de emitir
Guidelines validas para confirmacao diagnoéstica, com precisdo e qualidade elevadas,

transversais a nivel mundial.

No que concerne a vacinacao, varios estudos e ensaios clinicos sugerem que a vacina
contra o EBV oferece a possibilidade de conferir protecao contra a MI e reduzir a frequéncia
das neoplasias associadas ao virus, sem que, no entanto, os individuos alcancem uma
imunidade esterilizante. Outros estudos verificaram que a vacina de adultos baseada na
glicoproteina viral gp350 nao preveniu a infecao pelo EBV, contudo a sua implementacao
levou a uma reducao da sintomatologia de MI. Também varios autores sugerem que vacinar
criancas com elevado risco de desenvolver EM (devido histéria familiar) contra o EBV tenha
beneficios. Conclui-se ser de fundamental importancia realizar um investimento na area do
desenvolvimento de uma vacina, eficaz e segura, contra o EBV, idealmente capaz de reduzir
a sintomatologia da MI assim como das possiveis consequéncias malignas a longo prazo

associadas.
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A imunoterapia para linfomas associados ao EBV e para o CN, representa uma area
promissora e alvo de um futuro investimento, assim como o desenvolvimento de terapias
direcionadas que tiram partido da ativacao de células T, assim como de inibidores de
checkpoints celulares que, por sua vez, constituem estratégias que oferecem menor
toxicidade e maior qualidade de vida aos doentes com estas neoplasias, quando comparadas

com algumas das estratégias terapéuticas de quimioterapia e radioterapia usadas até entao.

E de salientar a importancia e a necessidade de desenvolver mais estudos no que diz
respeito a forma como os niveis plasmaticos de DNA viral podem vir a ser utilizados na
estratificacao da resposta individual ao tratamento de todas estas neoplasias assim como o
interesse em avaliar se existe a possibilidade de converter este parametro num biomarcador

a nivel do rastreio, diagnostico, vigilancia e tratamento.
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