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RESUMO

O vitiligo € um disturbio hipopigmentario caracterizado pela perda
progressiva de melanécitos. Embora a causa do vitiligo permaneca
desconhecida, sugere-se que a autoimunidade, possa estar implicada em
sua patogénese.

As doencas automimunes podem ser desencadeadas por virus,
bactérias ou parasitas. E o envolvimento destes agentes infecciosos na
etiologia do vitiligo, é tema de intensa investigacdo atual. Neste estudo, o
soro de 51 participantes com vitiligo e de 51 pessoas controle pareados por
sexo e idade foi analisado para presenga de imunoglobulinas IgG anti-
Toxoplasma gondii (T.gondii), anti-herpes simples (HSV) 1/2, anti
citomegalovirus (CMV) e anti-hepatite C (HCV). A frequéncia encontrada de
anticorpos anti -T.gondii, anti- HSV 1/2 e anti -CMV 1IgG foi respectivamente
de 63%, 84% e 87%. N&o foram observados anticorpos anti-HCV IgG nas
amostras analisadas. Toxoplasma gondii 1gG positivo foi detectado em 39
amostras (78%) de pacientes com vitiligo e em 25 amostras (49%) do grupo
controle (OR = 3,68, IC 95%: 1,55 - 8,76, p = 0,003). Anti HSV 1/2 IgG foi
detectado em 47 amostras (92%) de pacientes com vitiligo e em 38 amostras
(76%) de individuos controle (OR = 3,71, 1C95%: 1,11 - 12,44, p = 0,031).
IgG anti CMV foi detectado em 46 amostras de pacientes com vitiligo (90%)
e em 41 (84%) das amostras de controle (p = 0,384). As mulheres com
vitiligo apresentaram uma maior frequéncia de anticorpos IgG positivos
contra T. gondii e HSV 1/2, quando comparadas ao grupo controle (p=0.036
e 0,024 respectivamente). Uma vez que infec¢des pelo T.gondii e HSV 1/2
desencadeiam eventos autoimunes, a exposigao a esses patdogenos poderia

ser um fator de risco para o vitiligo.

Palavras chaves: Vitiligo, doenga de pele, doengas autoimunes, CMV,
T.gondii, HSV, HCV.
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ABSTRACT

Vitiligo is a hypopigmentary disorder characterized by the
progressive loss of melanocytes. Although the causes of vitiligo remains
unknown, has been suggested to autoimmunity be implicated in its
pathogenesis.

Autoimmune diseases can be triggered by viruses, bacteria and
parasites. However, the participation of these infectious agents in the etiology
of vitiligo, it is a current research topic. In this study, the serum of 51
participants with vitiligo and 51 control subjects was analyzed for the
presence of anti-Toxoplasma gondii (T.gondii) 1gG, anti-herpes simplex
(HSV) 1/2 1gG, anti-cytomegalovirus (CMV) IgG and anti-hepatitis C (HCV)
IgG. The frequency of T.gondii, anti-HSV 1/2 and anti-CMV IgG antibodies in
the serum of all participants (n = 102) were 63%, 84% and 87%, respectively.
No anti-HCV IgG antibodies were found in the samples tested. Toxoplasma
gondii IgG positive was detected in 39 samples (78%) of vitiligo patients and
in 25 samples (49%) of the control group (OR = 3.68, 95% CI. 1.55-8.76, p =
0, 003). Anti-HSV 72 IgG was detected in 47 samples (92%) of vitiligo
patients and in 38 samples (76%) of control subjects (OR = 3.71, 95% CI:
1.11-12.44, p = 0.031). 1gG anti-CMV was detected in 46 samples of patients
with vitiligo (90%) and in 41 (84%) of the control samples (p = 0.384).
Women affected by vitiligo had a higher frequency of IgG positive antibodies
against T. gondii and HSV 1/2. When compared to the control group (p =
0.036 and 0.024 respectively) T. gondii and HSV 1/2 infections trigger
autoimmune events, exposure to these pathogens could be a risk factor for

vitiligo.

Key Word: Vitiligo, skin diseases, autoimune diseases, CMV, T.gondii, HSV,
HCV.
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1 INTRODUCAO

O vitiligo € uma hipomelanose caracterizada por uma perda
progressiva de melandcitos. Estudos recentes de metanalise mostraram que
a prevaléncia mundial esta entre 0,1% e 2% ( YAGHOOBI et al., 2011;
ZHANG et al., 2016). Sua causa é incerta e entre os varios mecanismos
sugeridos no desaparecimento de melandcitos, a teoria autoimune € a mais
aceita atualmente (BONIFACE et al., 2016; REZAEI et al., 2007,
MOHAMMED et al.,2015).

O DNA do CMV foi primeiramente identificado em bidpsias cutaneas
de 11 entre 29 pacientes com vitiligo (GRIMES et al., 1996). Shukla et al.
(1996) identificou por testes citologicos e imunofluorescentes, o efeito
citopatico de citomegalovirus em preparagbes de epiderme de pacientes
com vitiligo. Anticorpos anti IgM contra CMV também foram relatados em 7
amostras de um total de 26 amostras de pacientes com vitiligo (MAKVANDI
et al.,, 2000). Entretanto, Akar et al. (2002) n&o encontraram nenhuma
sequéncia de DNA de CMV na pele de 34 pessosas com vitiligo enquanto
que Toker et al. (2007) encontraram DNA de CMV em apenas uma bidpsia
de um total de 12 biopsias.

O virus herpes simples labial foi relatado como um fator de risco para
o vitiligo (ELETHAWI et al.,2013), e recentemente foi diagnosticado vitiligo
em um menino de 8 anos de idade com leucemia linfocitica aguda apos
aparecer infeccdo exacerbada por herpes zoster (MIURA; YAMAMOTO,
2014).

Também foi observado em cinco pacientes com infeccdo pelo HCV o
aparecimento do vitiligo, sendo que Fachinelli, 2012, relatam o surgimento
do vitiligo somente apos o tratamento da infeccdo por HCV com interferon.
Entretanto, os resultados ndo foram confirmados. (YAMAMOTO; NISHIOKA,
2000; HAMADAH et al., 2010; PRIMO et al.,2000).

Deste modo, o envolvimento de determinados virus no

desencadeamento do vitiligo ainda € um assunto de muitas controvérsias.
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O presente estudo analisa a sorologia IgG contra HSV 1/2, CMV,
HCV em um grupo de pessoas com vitiligo e de participantes controle de
mesma idade e sexo. Também, para testar a hipoétese de que o parasita
intracelular T. gondii poderia desencadear o vitiligo, a sorologia IgG para

Toxoplasmose foi incluida neste estudo.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 VITILIGO

A pele se apresenta como o 6rgdo mais acessivel do corpo humano,
se tornando também um dos mais facilmente traumatizaveis e sujeitos a
infeccdo. Esse 6rgédo é composto por duas camadas: a camada superficial
denominada de epiderme e a mais profunda denominada de derme
(BRASIL, 2004).

A epiderme € constituida pelo epitélio estratificado queratinizado,
por queratindcitos que forma a camada basal responsavel pela renovagao
celular e melandcitos, responsaveis pela producdo de melanina (figura 1) e
pigmentacdo da pele (REDHER et al., 2004; SOUTO et al., 2006).

Os melandcitos sao células dendriticas, embriologicamente derivadas
dos melanoblastos. Distribuem-se em diversos locais: olhos, ouvidos,
sistema nervoso central, matriz dos pélos, mucosas e pele sendo que na
pele, estéo localizados, na camada basal da epiderme (MIOT et al., 2009).

Os melanossomas sao organelas responsaveis pela sintese do
pigmento melanina que séo transferidos para o interior dos queratindcitos
através dos prolongamentos dendriticos distribuindo-se no citoplasma, de

forma a conferir protecdo as radiagdes ultravioleta (UV) (MIOT et al., 2009).
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Figura 01 — Representacgao de corte histolégico da pele de um paciente com vitiligo

identificando a producéo e a auséncia de melanina.

VITILIGO

Auséncia de melanina

3

Desaparecimento dos melandcitos
e interrupgdo da producdo de melanina

Fonte: http://www.mdsaude.com (2016).

O vitiligo causa a destruicdo dos granulos de melanina e dos
melandcitos na pele, pélos, mucosas e olhos. As principais regides mais
comumente acometidas pelo vitiligo, sao: face, extremidades dos membros,
orgaos genitais, cotovelo e joelho, podendo atingir até mesmo o corpo todo.
Também ha possibilidade de surgimento de novas lesées quando ocorrem
ferimentos na pele, conhecido como fendmeno de Koebner (STEINER, 2004;
ACHENBACH, 2011; VIZANI,2014).

O fendbmeno de Koebner (figura 2) consiste no surgimento de lesdes
que sao causadas por conta de um trauma em uma regido saudavel. Lesdes
essas que sao do mesmo tipo das encontradas em pessoas portadoras de
doengas como psoriase, vitiligo e liquen plano (ACHENBACH, 2011).
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Figura 02 — Fenébmeno de Koebner, auséncia de pigmento apds trauma

fisico.

Fonte:www.sbd.org.br/doencas/vitiligo (2016).

Segundo Steiner (2004), vitiligo € uma doenga que acomete cerca de
1% da populagao brasileira e de 0,5% a 2% da populagdo mundial, sem
distincdo de raga, comprometendo de modo semelhante homens e
mulheres, preferencialmente entre 10 e 30 anos de idade e que 50% dos
casos iniciam antes dos 20 anos de idade. Porém, dados mais atualizados
de prevaléncia e incidéncia desta doenca no Brasil ainda nao foram
descritos (TARLET et al., 2015).

O termo “vitiligo” é derivado do grego “vitellius”, segundo Vizani et al.
(2014) significa “manchas brancas de um bezerro”. Da palavra latina vitium,
o significado é “manchar”.

E referida com distintos nomes: leucodermia com bordas
inflamatorias; vitiligo com bordas inflamataérias; vitiligo com bordas elevadas;
vitiligo inflamatdrio marginal e vitiligo de bordas elevadas e purpurica, entre
outros (VERA; DIAZ, 2009).

A patogénese do vitiigo ainda ndo é integralmente entendida. Varias
teorias foram propostas e ainda tem sido para tentar explicar o processo de
despigmentacdo que ocorre no vitiligo. Entre essas teorias, inclui fatores
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predisponentes como os fatores genéticos e fatores precipitantes tais como
os ambientais. De modo que as teorias sao citadads como : teorias neural,
autotoxica de melandcitos, genética e teoria autoimune (JADALI et al.,2005;
MOHAMMED et al., 2015).

Para Steiner e colaboradores (2004), a associagdo do vitiligo com
doencas como tireoidite, anemia perniciosa, doenca de Addison, diabetes
mellitus, esclerodermia localizada, alopecia areata, miastenia gravis, pénfigo
vulgar e venus halo, corrobora com a teoria autoimune. Nesta teoria, o
vitiligo € uma doenga vinculada a formagao de anticorpos antimelandcitos e
por consequéncia a destruicdo dos melandcitos por via complemento-
mediado ou citotoxicidade (KEMP et al., 2001; DWIVED; LADDA;
MANSURI,2014).

A teoria autoimune € a mais aceita, tanto pela associagdo com outras
doencas como pela evidéncia de alteragdes nas imunidades humoral e
celular, devido a presenca em comum de autoanticorpos antimelandcitos
circulantes (BONIFACE et al., 2016).

Na teoria neural, tanto as células melanociticas quanto o sistema
nervoso sao derivados da mesma linhagem embriolégica (ERICKSON et
al.,1998). Essa teoria indica que um possivel mediador neuroquimico, causa
a destruicdo de melandcitos ou inibe a producdo de melanina (BARNES,
1988). Para Rosa; Natali (2009), qualquer processo que extinga os
melandcitos da pele afetaria também outras células relacionadas no sistema
nervoso central.

Os melandcitos tém como fungdo proteger o organismo e assim
eliminar produtos téxicos, segundo a explicacdo para teoria autotoxica,
haveria destruicdo de melandcitos por substancias liberadas a partir dos
proprios melandcitos ou a partir de substancias liberadas por células
adjacentes. Excessivas quantidades de produtos toxicos na epiderme
danificam os melandcitos, cuja capacidade de proliferagdo € limitada
(STEINER et al, 2004).

Para Nath e colaboradores (1994), existe um componente genético
multifatorial para o vitiligo em individuos predispostos a doenga. Essa
multifatoriedade provavelmente € responsavel pela complexidade da

apresentacao clinica da doenga nesses pacientes.
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Ainda, novas teorias tem sido propostas para explicar a etiologia do
vitiligo. Entre elas: teoria do estresse oxidativo, teoria melanocitorragica,
teoria da apoptose.

A teoria do estresse oxidativo demonstra que ha um acumulo de
espécies reativas de oxigénio no interior do melandcito, secundario aos
baixos niveis da enzima catalase, o que levaria a dano mitocondrial por
estresse oxidativo (DWIVED; LADDA; MANSURI,2014).

A teoria melanocitorragica propde um defeito na adesao celular dos
malandcitos, que , por estarem pouco aderidos, perderiam a migragao apos
traumas. Explicaria o fenémeno de Koebner (ALIKHAN,2011).

Segundo a teoria envolvento apopotose, nesta, aconteceria uma
reducao da sobrevida dos melandcitos, provavelmente mediada por citocinas
(DWIVED; LADDA; MANSURI,2014).

Todavia, existem relatos de que pacientes com vitiligo tendem a
apresentar problemas psicossociais, esses que podem levar a quadros de
estresse, ansiedade, dificuldades no trabalho e até mesmo transtornos mais
graves como a depresséo ( CORREIA, BORLOTI, 2013).

Porém, na tentativa de desvendar as causas do surgimento do
vitiligo, Hoffmann et al. (2005) explicam que existem relatos de surgimento
do vitiligo apds situagbes de estresse emocional, podendo também ser
associado a fatores psicologicos.

Abdulrahman; Xing-Hua (2016) afirmam que existe uma variedade de
estigmatizagao, definida como um processo em que a aparéncia da pele dos
portadores do vitiligo é negativamente julgada.

Vizani et al. (2014) explicam ainda que os traumas emocionais podem
se apresentar entre os fatores desencadeantes ou agravantes da doenga.
Ja, Steiner et al. (2004) acreditam que o estado emocional do paciente com
vitiligo € influente no agravamento da doenga, de modo que muitas vezes,
também é aconselhado o acompanhamento psicolégico desse paciente.

Deste modo, fica evidente que o vitiligo € uma doenga que envolve
muitas interagdes, sem etiologia definida e com progndstico reservado.

Quanto as manifestagdes clinicas do vitiligo, estas tendem a ser
classicas, de forma que a pele do paciente acometido apresenta maculas

acrébmicas, porém, estas manchas podem ser imprevisiveis, de modo que,
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podem ocorrer evolugéo rapida, ou regressdo de algumas ao passo que
surgem outras ou estabilizarem. (STEINER et al. 2002, 2004).

Varios sistemas de classificagao para estas manifestagdes clinicas do
vitiligo foram propostos, entretanto, dados genéticos e clinicos os dividem de
acordo com sua extensao e forma de distribuicdo na pele (figura 3).

Quanto a forma de distribuicdo, s&o classificados entre néo
segmentar, sendo o grupo mais comum, € O grupo segmentar, que
apresenta distribuicdo unilateral e acompanha total ou parcialmente o trajeto
dermatomo (ALIKHAN,2011, EZZEDINE,2012).

Quanto a extensdo s&o classificados como forma localizada,
subdividida em focal, segmentar ou mucosa; forma generalizada ou nao
segmentar, com maculas dispersas e amplamente distribuidas podendo ser
subdividida em acrofacial (face, extremidades), vulgar (aleatoria) ou mista; e
forma universal ou completa, quando mais de 80% da superficie corporal é
acometida, proxima a despigmentagdo total (BOLOGNIA; JORIZZO
SCHAFFER, 2012; STEINER,20014).

Figura 03 — Vitiligo: sistema de classificacdo de acordo com sua extensao e forma

de distribuigdo na pele.
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Dias (2014) também explica, que o diagnostico do vitiligo € feito por
meio destas manifestagdes clinicas, em que o exame central é feito pelo
método da lampada de wood, importante na deteccdo das manchas em fase
inicial (figura 4). Ao passo que a biopsia de pele € desnecessaria quando se

trata dessa patologia.

Figura 04 — Diagndstico do vitiligo realizado pela Ld&mpada Wood, pele antes e apds

o tratamento.

a)Pele com vitiligo b) Lesao acentuada evidenciada pela lampada de wood c¢) Apds

fototerapia. Fonte:intramed.net/contenidover.aspcontenidolD=81941 (2016).

Sobre o tratamento do vitiligo, Dias (2014) explica que o0 mesmo néo é
integralmente efetivo, isso porque o objetivo central do tratamento é o
estimulo a produgdo de pigmento em regides lesadas da pele. Segundo a
autora, os melandcitos ndo sintetizam a melanina em condi¢gbes normais,
contudo, se tornam ativos quando entram em contato com a luz ultravioleta,
ou ainda por meio de dermoabrasao.

Atualmente, os principais tratamentos utilizados s&o: esteroides,
fototerapia (PUVA, UVB), terapia cirurgica, imunomoduladores. Porém, tem
surgido outras formas de tratamento, e a maioria dos pacientes nao
apresentam resultados positivos a eles, ja que € utilizada somente uma

forma terapéutica por vez. Assim, acreditam-se que € importante entender
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os potenciais tratamentos e entdo estruturar uma combinagdo entre os
mesmos, visando entdo auxiliar na repigmentagdo dos pacientes
(DIAS,2014).

2.2 CITOMEGALOVIRUS

A fim de tratar sobre as possiveis relagdes entre doengas infecciosas
e o vitiligo, estudos tem associado a presenca do CMV em amostras de pele
com vitiligo (GALARZA et al., 2011).

Junqueira et al. (2008) esclarecem que a aquisicdo ou infecgao
primaria por CMV resulta da insercdo de virus em um hospedeiro humano
causando impactos dramaticos na célula, imediatamente apds a infeccéo e
continua de maneira tardia.

O CMV é uma infecgao extremamente comum na populagdo em geral
e apresenta distribuicdo universal, sendo que a alta prevaléncia desta
infeccdo demonstra que existem varias formas de contagio (MATOS et al.
2011). Estes autores também explicam que a infec¢cdo pelo CMV pode ser
adquirida por meio do contato com diversos liquidos biolégicos, como: saliva,
sémen, secregdo vaginal, urina, leite materno, além de via trans-placentaria,
por meio de transfus&o de sangue ou ainda por transplante de 6rgaos.

E embora a infecgdo por CMV seja com frequéncia associada a
condicdo socioecondmica menos favorecida, os resultados encontrados em
estudo de mulheres brasileiras de classe média a alta, demonstram uma
prevaléncia de 93,7% no estado de Goias. (SERRA,2009).

Segundo Ferreira et al. (2001) a maioria absoluta das infecgbes
adquiridas é assintomatica, entretanto, quando ocorrem manifestag¢des
clinicas dos pacientes apresentam-se com quadro febril prolongado,
sensacgao de fraqueza, sudorese e, eventualmente, hepatoesplenomegalia.
No inicio da gravidez a gravidade da infeccdo € maior, com sua forma mais
grave denominada de “doenca de inclusdo citomegalica”, sendo que a
maioria dos recém nascidos com essa apresentacao clinica ira desenvolver
sequelas graves na evolucgao, incluindo-se surdez, perda da viséo, retardo

mental e déficits neurologicos.
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Algumas destas manifestagdes clinicas do CMV como associagdes de
desordens autoimunes, anormalidades neurais, coriorretinite, surdez,
disturbios hepaticos, também sdo achados comuns em pacientes com vitiligo
(TOKER, et al.,2007).

2.3 TOXOPLASMOSE

Fialho et al. (2009) informam que a toxoplasmose é causada por um
protozoario denominado Toxoplasma Gondii. O ciclo de vida € heterdxeno,
de modo que todos os animais homeotérmicos, entre mamiferos e aves —
podem fazer parte do ciclo enquanto hospedeiros intermediarios, ou como os
felideos, que s&o hospedeiros definitivos (DUBEY,2008).

Também é possivel adquirir toxoplasmose na maneira vertical, por
meio da transmissao transplantaria de taquizoitos, que também podem ser
transmitidos por meio do leite materno ou ainda por transplante de sangue
ou orgéos (TENTER et al. (2000).

O contato entre hospedeiros com o protozoario oferece ambiente
propicio para a formacdo de anticorpos. Dessa forma, os estudos
epidemioldgicos com base em exames soroldgicos, sdo capazes de avaliar,
além da presenca da infecg¢ao, o nivel de risco que seres humanos e animais
estdo expostos a toxoplasmose. Ainda que dados soroldgicos apontem que
a infeccdo no ser humano e nos demais hospedeiros seja comum em
diversas partes do mundo, a maioria ocorre de maneira benigna, ou até
mesmo assintomatica (TENTER et al., 2000; PERDONCINI et al., 2010).

A toxoplasmose humana apresenta uma distribuicdo cosmopolita,
estimando-se que um terco ou mais da populagcdo mundial, seja
cronicamente infectada, apresentando anticorpos para o parasita. Ha
também a indicacdo de que a soro positividade é variada e depende de
elementos climaticos, socioeconémicos e culturais, regido geografica e
habitos alimentares (MONTOYA; LIESENFELD, 2004; FIALHO et al., 2009).

Dubey et al. (2012) por sua vez, comentam que, no Brasil, a infec¢ao
pelo T. gondii se encontra amplamente prevalente em seres humanos, de

forma que, aproximadamente 50% das criangas e 80% das mulheres em
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idade fértil, possuem anticorpos para o protozoario. Em Goiania, estudos
tem estimado uma prevaléncia de 64% em mulheres em idade reprodutiva
(Avelino et al.,2004).

Segundo Mitsuka-Bregand et al. (2010) a maior parte dos casos de
toxoplasmose em seres humanos com anticorpos é assintomatica. Todavia,
um percentual entre 10% e 20% da populacdo adulta infectada, tende a
apresentar, na fase aguda da doenga, formas clinicas como: linfo glandular,
meningoencefalite, pneumonite, hepatite, miosite, erupcdo cutédnea e
retinocoroidite.

A formacado de anticorpos anti T. gondii é relativamente rapida e
extensa. A resposta humoral persistente se deve a exposicao continuada de
antigenos, tanta pela ruptura de cisto teciduais, reativagdo da infecgao
latente, ou por novas infecgbes (RODRIGUES, 2013).

Antelo et al. (2008), explicam entdo que a autoimunidade é
determinada como resposta do sistema imune adquirido para auto-antigenos
gue acontece quando os mecanismos de auto-tolerancia falham. Assim, o
mecanismo de laténcia do T.gondii pode ser um fator desencadeante para

autoimunidade e destruicdo dos melandcitos.

2.4 HEeRPES ViRUS

Em se tratando de herpes, conforme a Sociedade Brasileira de
Dermatologia, 2016, € uma doenga de distribuicdo universal e contagiosa
causada pelo virus HSV. Existem dois tipos de HSV, o tipo 1 com frequéncia
de 50% a 90% relacionado a lesdes orais, e o tipo 2, responsavel por 20% a
30% das lesdes genitais (Azambuja et al.,2004).

Conforme os estudos de Clemens e Farhat, 2010, a contaminacéao
ocorre por meio da exposicdo direta ao contato da pele e mucosas com
individuo infectado. Apds a infecgado primaria, o virus se torna capaz de
continuar no corpo humano sem apresentar outros sinais ou sintomas,
podendo ser posteriormente reativado a fim de produzir doenga recorrente —
denominada de herpes redicivante — que geralmente apresenta menor

gravidade e duragéo do que a infecgao primaria.
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A infeccdo primaria pode ser acompanhada por gengivoestomatite
com quadros clinicos com lesbes vesiculas erosivas, febre ou estado
subfebril, cefaleia, aumento dos ganglios, rigidez na nuca, disuria e secregao
vaginal ou comprometimento do estado geral (Azambuja et al.,2004).

Nos estudos de Elethawi em 2013 em amostras de 24 pacientes com
pos-herpes labial com surgimento de leucoderma, foram inscritos na
casuistica hospitalar do estudo clinico, com coleta de dados como género,
idade, infeccdo do herpes simples labial, duracao, recorréncia e, entre outros
dados, o historico familiar de vitiligo (figura 5). Nos resultados, o autor
apresenta que, dos pacientes da amostra, 54,17% dos que tinham historico
familiar de vitiligo tiveram leucoderma, sendo que somente 8,33% da
amostra desenvolveu vitiligo vulgar em outras partes do corpo.

Ao contrario do trabalho descrito por Elethawi em 2013, nos estudos
de Liu et al., 2014 n&o obteve evidéncias de anticorpos anti IgG ao HSV 1/2
em 90 pacientes com vitiligo em comparagdo com 150 controles de mulheres
gravidas.

Estudos mais recentes também tem associado o HSV com a indugéao
da apoptose, podendo sugerir essa infecgao com a etiologia do Vitiligo (LAN
et al.,2016).

Figura 05 — Herpes Simples Labial ativa e com aparecimento de Leucoderma.

a) Fase ativa da herpes simples1/2 b) pds herpes labial com apareciemento de leucoderma.
Fonte: Elethawi (2013).
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2.5 HeprpATITEC

As principais formas de transmiss&o do virus da hepatite C sao por
via parenteral, por meio de transfusdo de sangue e hemocomponentes,
utilizacdo de agulhas e seringas contaminadas e pelo transplante de 6rgaos
e tecidos, sendo a transmissdo por contato sexual pouco frequente
(FERREIRA, 1996).

Esta infeccdo viral esta associada a um amplo espectro de
manifestagdes clinicas: hepaticas, sistémicas e cutédneas. Entre elas: cirrose,
cancer hepatico, diabetes mellitus, glomerulonefrite, linfoma Hodgkin. No
entanto, a maioria sdo subclinicas e as manifestagdes cutdneas podem
prevalecer (CARAMAZ et al.,2010).

As manifestagbes dermatoldgicas, segundo Caramaz et al., 2010
podem ser devido a circulacdo e depédsito de imunocomplexos formados pelo
antigeno viral e anticorpo nos tecidos, provocando uma resposta
inflamatoria. Assim, eles associam o surgimento do vitiligo como uma
manifestacdo extra hepatica da Hepatite C devido a infiltragdo de particulas
do VHC na jungao dermoepidérmica, infiltracdo de linfocitos e destruicdo dos
melandcitos.

Para Jadali et al. (2005) indica¢des para suspeitar o envolvimento do
vitligo e a hepatite C se deve a estas manifestagbes extra hepaticas
observadas em dermatologia tais como: liquen pleno, alopecia areata e
porfiria cutanea.

Entretanto, a relacido entre as doengas pode estar relacionada apenas
pela inducdo do aumento da producdo de autoanticorpos em pacientes com
hepatite C tratados com interferon, sem qualquer manifestacdo de outra
doenca autoimune (PICCOLO et al., 1996).

Fachinelli et al. (2012), relatou o aparecimento de manchas
acromaticas e hipocrémicas no rosto, com bordas irregulares, especialmente
na regido da testa e malar, apos seis meses do inicio do tratamento para a
hepatite C com IFN (interferon) e ribavirina.

Em outra descricdo deste mesmo autor, o paciente apresentou
manchas difusas, acromaticos por todo o corpo, durante pelo menos um

ano, sendo que foi diagnosticado com hepatite C cronica sem inicio do
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tratamento quarto meses antes de aparecerem as lesdes cutaneas.

Em uma revisdo sistematica, Arya e colaboradores em 2010, relata
outros casos de vitiligo relacionado com hepatite C, e concluem que as
lesdes do vitiligo aparecem durante os primeiros seis meses de terapia com
interferon combinado (figura 6).

Dessa forma, o envolvimento deste virus no prognéstico do vitiligo

ainda precisa ser elucidado.

Figura 6. Macula apresentada no brago de paciente, diagnosticado como Vitiligo
localizado apds injegéo retroviral no local.

(a)Braco direito (b) Brago esquerdo. (ARYA, V. et al.2010)

Revis&o da Literatura 15



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Principal

Associar o Vitiligo com doengas infecciosas, por meio da pesquisa de
anticorpos IgG contra citomegalovirus, Toxoplasma gondii, virus 1 e 2 da

herpes simples e virus da hepatite C.

3.2  Objetivos Especificos

Detectar anticorpos IgG contra citomegalovirus, Toxoplasma gondii, virus 1 e
2 da herpes simples e virus da hepatite C em soro de pacientes com vitiligo
e de pessoas sem vitiligo por meio de ensaio de imunoadsorgao ligado a

enzima indireto.

Analisar a frequéncia dos anticorpos anti-lgG contra Toxoplasma gondii,
virus 1 e 2 da herpes simples e virus da hepatite C entre pacientes com

vitiligo e pessoas sem vitiligo pareados por sexo e idade.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Tipologia

Estudo do tipo caso - controle.

4.2  Consideracdes Eticas

Este trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica e Pesquisa da
Universidade Federal de Goias, sob o protocolo 47956815.2.0000.5083 e
pela Comissdo de Etica do Hospital Santa Casa de Misericérdia de Goiania,
instituicdo co participante, sob o protocolo 47956815.2.3001.5081.

4.3 Local

Hospital de Medicina Alternativa e Hospital Santa Casa de

Misericordia de Goiania.

4.4 Populagao

Pacientes casos com diagnostico médico de vitiligo e pacientes

controle sem historia clinica de vitiligo.

4.5 Calculo do tamanho amostral

Para o calculo da amostra utilizou-se o progrma de calculo amostral
segundo Santos (2015), com os seguintes parametros: nivel de confianga
95%, erro amostral de 5% , percentual maximo e numero populacional (em
anexo).

O calculo baseou —se na populacdo de Goiania para o ano de 2016
segundo estimativa do IBGE de 1.448.639 habitantes. Utilizou-se o
percentual de 2% segundo Steiner (2004). Dados mais atualizados de
prevaléncia e incidéncia desta doenga no Brasil ainda ndo foram descritos.
(TARIE., 2015).
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A quantidade amostral obtida foi de 31 participantes para o grupo
teste e 31 participantes para o grupo controle, ver anexo. Como forma de
correcao para casos de resultados indeterminados, acrescentaram-se mais
20 paciente. Portanto, o total estudado foi de 51 pacientes em cada grupo
(casos e controles).

Os participantes do grupo controle foram pareados por sexo e idade
ao grupo caso, uma vez que, a prevaléncia da infecgdo por T.gondii e

citomegalovirus varia de acordo com esses parametros.

4.6 Critérios de inclusao e exclusao

4.6.1 Critérios de inclusao

Pacientes testes:

Diagnostico médico de doenga de pele Vitiligo.

Qualquer idade.

Com ou sem adeséo a qualquer tipo de tratamento.

Sem importancia para o tempo que foi acometido pela doenca.

Aceitagao para a participacdo da pesquisa por meio da assinatura do
termo de consentimento livre esclarecido (TCLE); em anexo.

Responder ao questionario clinico epidemiologico de pacientes com

Vitiligo, para coleta de dados do paciente; em anexo.

Pacientes controle:

Sem histérico de doenga de pele Vitiligo.

Idade e sexo paralelos a pacientes teste.

Aceitagao para a participacdo da pesquisa por meio da assinatura do

termo de consentimento livre esclarecido (TCLE); em anexo.

4.6.2 Critérios de exclusao

Pacientes testes:

Sem avaliagdo médica atestando doencga de pele Vitiligo.
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Negar assinar o TCLE ou negar em responder o questionario clinico-

epidemiologico.

Pacientes controle:

Sem avaliagdo médica atestando ndo ser acometido pela doencga de
pele Vitiligo.

Sem padronizagdo paralelo aos pacientes testes, conforme sexo e
idade.

Negar assinar o TCLE.

4.7  Material utilizado e procedimento técnico

O presente estudo utilizou o kit de ensaio imunoenzimatico (ELISA)
da marca Symbiosys (Symbiosis Diagndstica Ltda, Sdo Paulo, Brazil) para
determinacgdo qualitativa de anticorpos IgG contra CMV, HSV 1/2 , HCV e
contra o Toxoplasma gondii .

Cada kit contém microplacas sensibilizadas com antigeno de acordo
com o teste a ser realizado e reagentes prontos para uso como: frascos com
concentracdes de padrdes calibrados em unidades internacionais; controle
negativo;controle positivo; solugdo tampao proteica com anticorpo anti-lgG
humana conjugado com peroxidase de rabano; solugdo proteica para
diluicdo de amostras; tetrametilbenzidina em tampé&o citrato-fostato e H,0-
(cromogeno-substrato); solugdo bloqueadora (H2SO, 1N); amostra
concentrada 20 x; Tampao PBS Tween 20 e Kathon para ser diluido com

agua destilada antes do uso (figura 07).
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Figura 07 — Kits do ensaio imunoenzimatico, contendo os reagentes e as

microplacas sensibilizadas com o antigeno.

Utilizou-se para as reagdes, sangue venoso periférico coletados em
tubos Vacutainer® de 5 ml sem anticoagulante, sendo o soro separado por
centrifugacdo a 1800 rpm (rotagcdo por minuto) durante 5 minutos e
armazenado em eppendorff a -80 ° C.

Nas cavidades das microplacas sensibilizadas com antigenos CMV
HSV e T.gondii ndo infectantes sintético, adiciou-se amostras de soro
previamente diluidas 1:101 com diluente de amostra e para microplacas
sensibilizadas com HCV utilizou-se a diluigao 1:100.

ApoOs separada uma cavidade para o controle da reagdo, foram
dispensados em duplicatas 100 uL de controle positivo, controle negativo,
cut. off e padrdes, nas cavidades destinadas a essa finalidade.

Cobriu-se as microplacas com etiqueta adesiva, e incubou-se por 30
minutos a temperatura ambiente.

Depois desse tempo, lavou-se as cavidades retirando o excesso de
solucao por inversao da placa.

Adicionados 100 uL do conjugado em todas as cavidades, exceto
reservada para o controle da reacédo, incubou-se a reacédo por 30 minutos a
temperatura ambiente.

Apobs o processo de lavagem das microplacas foram adicionados 100

uL do cromdgeno-substrato em todas as cavidades, inclusive a destinada
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para o controle da reacdo, incubou-se por 10 minutos em temperatura
ambiente e ao abrigo da luz.

Adicionados 100 ulL de solugdo bloqueadora em todas as cavidades,
realizou-se a leitura da densidade Optica( figura 08) em comprimento de

onda de referéncia a 620-630 nm.

Figura 08 — Leitora do ensaio imunoenzimatico contendo a placa e curvetas da

reacao realizada .

4.8 Principio do teste e procedimentos de calculos para obtengao dos
resultados

O principio do método baseia-se na interagdo antigeno-anticorpo
(figura 09). As cavidades das microplacas s&o sensibilizadas com antigenos
especificos. Apos adicionar amostras previamente diluidas durante a
primeira incubagdo o antigeno sensibilizado na microplaca captura os
anticorpos especificos presentes nas amostras.

Apos aspiragdo e lavagem, outros componentes da amostra néo
ligados sdo removidos. Em uma segunda incubacao as ligagées antigeno-
anticorpo sdo detectadas pela adigdo de uma solugdo de anticorpo anti IgG
humano, conjugado com peroxidase. A atividade enzimatica fixada na fase
sélida, agindo com a solugdo cromogeno substrato, gera um sinal optico que

€ proporcional a quantidade de anticorpos presentes na amostra.
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Figura 09 — Esquema demonstrativo do principio do teste de

imunoenzimatico.

1 2 Soro suspeito
Ag aderido Anticorpos?
a placa )L )k
AN

3

Anti- anticorpo /)E //q
com enzima NS

Substrato
para a enzima

Cor é gerada

Fonte:www.slideplayer.com.br/slide/334179/ DINIZ (2016).

A intensidade da cor desenvolvida na técnica ( figura 10) € medida por
meio de leitura espectrofotométrica a 450 nm com referéncia em 620/630
nm.

Quando a densidade optica (DO) ultrapassa o limite de deteccéo
espectrofotométrica, realiza-se uma nova leitura a 405 nm a fim de
quantificar o resultado.

Para obtencdo dos resultados, os procedimentos sdo validados de
acordo especificagcbes do fabricante. Quando o procedimento nao for
validado, toda a microplaca deve ser descartada e novo procedimento
técnico ser realizado.

Cada teste de ELISA tem sua forma de calcular o ponto de corte (Cut.
off) acima ou abaixo do qual as amostras sdo caracterizadas com reativas
ou ndo reativas.

Para ensaios indiretos os valores de DO acima do ponto de corte,
indicam que amostra é reagente e abaixo do ponto de corte que a amostra é
ndo reagente. Porém, uma zona cinza, cerca de 10% o valor da DO para
baixo, indica que o resultado é indeterminado ou duvidoso, sendo
aconselhavel a repeticdo do procedimento através de uma nova coleta do

material para confirmagao do resultado.
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Neste estudo valores indeterminados e duvidosos foram repetidos em
mesma amostra e em caso de resultado persistente, o dado da amostra nao
foi utilizado por dificuldade em coleta de nova amostra biolégica.

Os valores sao interpretados com relagcdo ao valor de DO das
amostras pelo valor do cut. off sendo o valor de referéncia padronizado
para cada teste utilizado.

Apos as interpretacdes dos valores, os dados foram colocados em
tabela Excel para calculo de frequéncia e para sintese e analise dos
resultados inseridos em programa estatistico para Windows Grphapad Prism
versdao 5 (GraphPad Software, La Jolla Califérnia, USA, www.
graphpad.com).

O programa estatistico utilizou o teste de razao de verossimilhangas
ou qui-quadrado, exatos de Fisher e estimados odds ratio (OR), razédo entre
a chance de um evento ocorrer em um grupo e a chance de ocorrer em outro
grupo. Foram utilizados para estimar a associagdo entre as variaveis, um
intervalo de 95% de confianga, sendo a probabilidade de significancia (p) <
0,05.

Figura 10- Demonstracao dos kits e placas do ensaios imunoenzimatico com

intensidade de cor desenvolvidas no final da reagao.
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5 RESULTADOS

A casuistica deste estudo foi constituida de 101 pacientes, com idade

meédia de 44,2 anos (dp=10,1), predominantemente formada por pessoas do

sexo feminino (65%). Quanto a classificagdo, o tipo

generalizado predomina na populagéo estudada (Grafico 1).

localizado e

Grafico 1. Classificagao dos tipos de Vitiligo quanto a distribuigcdo e extensao na

pele, de acordo com a faixa etaria.
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Foi observado que entre os agentes infecciosos estudados a

frequéncia maior de casos positivos foi para o citomegalovirus, como pode

ser observado na tabela 1.
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Tabela 1. Distribuicdo de anticorpos IgG anti-T. gondii, anti- HSV 1/2, anti-CMV,
anti -HVC entre os participantes do estudo.
Positivo Negativo Total
n (%) n (%) n (%)
Anti-Toxoplasma gondii 64 (63) 37 (37) 101 (100)?
Anti-herpes simples 1/2 85 (84) 16(16) 101 (100)?
Anti-citomegalovirus 87 (87) 13 (13) 100 (100)°
Anti- hepatite C virus 0 (0) 51(100) 51 (100)

b . : ;
*”Amostra com 1 e 2 valores indeterminados respectivamente.

A seguir, as tabelas 2, 3 e 4 foram apresentados os resultados sobre

a distribuicdo da sorologia de imunoglobulina 1gG anti-T.gondii, anti-HSV 1/2

e anti-CMV, respectivamente entre homens e mulheres participantes da

pesquisa.

Na tabela 2, vemos que ndo houve diferencas na sorologia para anti -

T.gondii IgG em relagéao ao género, (p = 0,439).

Tabela 2. Distribuicdo da frequéncia de anticorpos IgG contra T.gondii de acordo

com o género.

Anti-T. gondii IgG

Caracteristicas Positivo Negativo Total
n % n % n %
Feminino 43 69 22 58 65° 64
Masculino 21 31 15 42 36 36
Total 64 100 37 100 101 100

OR=1.396 (95% CI: 0.598 — 3.76) p= 0,439
@ Amostra com um valor indeterminado.
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Na tabela 3 verificou-se uma diferenga significativa (p=0,006) na
distribuicdo da frequéncia de anticorpos IgG anti HSV entre homens e

mulheres, observando-se uma maior frequéncia entre as mulheres.

Tabela 3. Distribuicdo da frequéncia de anticorpos IgG ontra HSV de acordo com o

género.
Anti-HSV IgG
Caracteristicas Positivo Negativo Total
n % n % n %
Feminino 60 71 5 31 65 64
Masculino 25 29 11 69 36 36
Total 85 100 16° 100 101 100

OR= 5.28 (95% Cl: 1.7 - 16.8) p =0,006

@Amostra com um valor indeterminado.

A frequéncia observada na tabela 4, de anticorpos anti-CMV IgG nao

foi diferente entre homens e mulheres (p=0,11).

Tabela 4. Distribuigcdo da frequéncia de anticorpos IgG contra anti CMV de acordo

com o género.

Anti-CMV IgG
Caracteristicas Positivo Negativo Total
n % N % n %
Feminino 60 70 6 31 66 66
Masculino 27 30 7 69 347 34
Total 87 100 13 100 100 100
OR= 2.593 (95% CI: 0.83 — 8.98) p =0,11

@ Amostra com dois valores indeterminados.
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As tabelas 5, 6 e 7 apresentam a distribuicdo dos participantes com
vitiligo e controle de acordo com a presenga ou auséncia de anticorpos IgG
anti-Toxoplasma gondii, anti-herpes simples 1/2 e anti-citomegalovirus,
respectivamente.

Na tabela 5 observou-se que, entre os participantes com vitiligo, 78%
apresentaram sorologia positiva contra T.gondii quando comparados ao

grupo controle, (p= 0,0036).

Tabela 5. Distribuigdo soroldgica do vitiligo e participantes controle de acordo com a

presenca ou auséncia de anticorpos anti -Toxoplasma gondii IgG.

Anti-T. gondii 1gG Vitiligo Controle Total

n % n % n %
Positivo 39 78 25 49 64 63
Negativo 11 22 26 51 37 37
Total 50* 100 51 100 101 100

OR=3.68 (95% CI: 1.55 - 8.76) p= 0,0036

@ Amostra com um valor indeterminado.

Observou—-se na tabela 6, que 92% dos participantes com vitiligo
apresentaram sorologia positiva para anti-HSV 1/2, com significancia (p=

0,031) em relagdo ao grupo controle.

Tabela 6. Distribuigdo sorolégica entre pacientes com vitiligo e participantes

controle de acordo com a presenga ou auséncia de anticorpos anti- HSV 1/2 1gG.

Anti-HSV IgG Vitiligo Controle Total
n % n % n %
Positivo 47 92 38 76 85 84
Negativo 4 8 12 24 16 16
Total 51 100 50 100 101 100

OR=3.71 (95% Cl: 1.1 - 12.4) p =0,031

@ Amostra com um valor indeterminado.
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Na tabela 7, verificou-se que entre os pacientes com vitiligo, 90%
apresentaram sorologia positiva para anti-CMV néo existindo significancia (p

=0.384) em relagao ao grupo controle, cuja frequéncia foi de 84%.

Tabela 7. Distribuigdo sorolégica entre pacientes com vitiligo e populag&o controle

de acordo com a presenga ou auséncia de anticorpos anti-CMV IgG.

Anti-CMV IgG Vitiligo Controle Total
n % n % n %
Positivo 46 90 41 84 87 87
Negativo 5 10 8 16 13 13
Total 51 100 49° 100 100 100
OR= 1.7195 (95% ClI: 0.589 — 5.262) p =0,384

@ Amostra com dois valores indeterminados.

A seguir, analisamos os quadros 1,2 e 3 a distribuicdo da sorologia
anti-T.gondii, anti-Herpes Simples 1/2 e anti-CMV IgG, respectivamente
entre os pacientes controles e vitiligo, de acordo com o género.

Observa-se no quadro 1, que entre os participantes com vitiligo do
sexo feminino, 84% apresentam sorologia positiva para T.gondii, enquanto
que apenas 8% dos participantes controle do sexo feminino apresentaram
sorologia positiva ( p=0,036). Entre os participantes do sexo masculino, 67%
dos participantes com vitiligo e 50% dos participantes controle apresentaram

sorologia positiva (p=0,50).

Resultados 28



Quadro 1. Distribuigao soroldgica de anticorpos IgG positivo para Anti T.gondii em

grupo com vitiligo e grupo controle de acordo com o género.

Anti-T. gondii

Caracteristicas Vitiligo n(%) Controle n(%) p
Género
Positivo 27 (84) 16 (48)
- . 0,036
Feminino | Negativo 5 (16) 17 (52)
Positivo 12 (67) 9 (50)
Masculino | Negativo 6 (33) 9 (50) 0,500

p' teste exato de Fisher

Da mesma forma, no quadro 2, apresentou-se a distribuicdo de

anticorpos IgG anti-Herpes Simples 1/2 entre participantes controle e com

vitiligo, de acordo com o sexo. Neste caso observamos que 100% das

amostras de pacientes com vitiligo do sexo feminino foram positivas,

enquanto entre os controles, 84% foram positivas. Nos pacientes com vitiigo

do sexo masculino, 78% foram positivas ao anti-Herpes Simples 1/2 e 61%

foram encontradas em controles do sexo masculinos sem diferenga

significativa (p=0,471).
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Quadro 2. Distribuicdo soroloégica de anticorpos IgG positivo para Anti HSV em

grupo com vitiligo e grupo controle de acordo com o género.

Anti-HSV

Caracteristicas Vitiligo n(%) Controle n(%) p’
Género

Positivo 33 (100) 27(84)

- . 0,024

Feminino | Negativo 0 (0) 5 (16)

Positivo 14 (78) 11(61)
Masculino | Negativo 4 (22) 7(32) 0,471

p' teste exato de Fisher

No quadro 3, observamos que entre os participantes do sexo feminino
nao houve diferenga significativa na distribuicdo soroldgica de anticorpos
CMV entre participantes com vitiligo e participantes controle (p=0,672). O

mesmo acontecendo entre participantes do sexo masculino (p=0,682).

Quadro 3. Distribuicdo sorolégica de anticorpos IgG positivo para Anti CMV em

grupo com vitiligo e grupo controle de acordo com o género.

Anti-CMV

Caracteristicas Vitiligo n(%) Controle n(%) p’
Género

Positivo 31 (94) 29(88)
Feminino | Negativo 2 (6) 4 (12) 0672

Positivo 15 (83) 12(75)
Masculino | Negativo 3 (17) 4 (25) 0,682
p' teste exato de Fisher
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6 DISCUSSAO

O presente estudo analisou agentes infeciosos por meio da pesquisa
de anticorpos IgG contra citomegalovirus, Toxoplasma gondii, virus 1 e 2 da
herpes simples e virus da hepatite C em amostras de pacientes com vitiligo,
e uma populacao controle na cidade de Goiania.

Verificou-se que a frequéncia de anticorpos anti-Toxoplasma gondii,
anti-herpes simples 1/2 e anti-citomegalovirus IgG no soro de todos os
participantes foi de 63, 84 e 87%, respectivamente. Nao foram encontrados
anticorpos 1gG anti-Hepatite C. Embora o presente estudo ndo seja

epidemiologico, as frequéncias observadas ndo s&o muito distantes das
encontradas em estudos populacionais.

Assim, estudos realizados na cidade de Goiania indicaram
prevaléncia da infecgéo pelo Toxoplasma gondii de 64% (AVELINO, 2004) e
de 90% para o herpes simples (AZAMBUJA et al., 2004). No Estado de
Goias a prevaléncia do citomegalovirus foi de 93,7% (SERRA et al., 2009).
Encontramos neste estudo, frequéncias semelhantes, sendo que 63% para
infeccéo pelo T.gondii, 84% para anti-HSV e 87% para anti-HCV.

Quanto a faixa etaria, o estudo apresentou maior numero de
pacientes adultos com vitiligo com 74% entre 30 a 59 anos, o que corrobora
com Shah et al.,2008 e estudos de Onunu e Kubeyeje, 2003, em que
demonstram prevaléncia de pacientes com vitiligo na segunda e terceria
décadas de vida.

Entre a populagcdo jovem estudada com vitiligo, verificou-se um
predominio do vitiligo tipo localizado, classificagdo que tipicamente se inicia
na infancia, e tende a se tornar estavel (EZZEDINE, 2012). Para a
populagdo idosa com vitiligo, foi demonstrado o tipo generalizado, forma

mais comum de vitiligo e com inicio tardio (ALIKHAN, 2011).
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Lombello (2002) relata predominancia do vitiligo no sexo feminino,
dados assemelham-se com encontrados nesse estudo.

Em seus estudos, Elethawi (2013) associa pacientes com pés-herpes
labial com surgimento de leucoderma. Observou-se nesse ensaio clinico,
frequéncias positivas de IgG anti-herpes simples 1/2 também
significativamente mais elevadas no vitiligo que nos individuos de controle.

Liu et al. (2014) ndo encontraram evidéncias de anticorpos anti-IgG ao
virus herpes simples 1/2 em 90 pacientes com vitiligo em comparagdo com
150 controles de mulheres gravidas. Mais recentemente, Lan et al. (2016)
evidenciaram que HSV-1 entra nos melandcitos e induz apoptose, levando-
os a hipotese de que a infecgdo por HSV-1 pode ser associada ao vitiligo.

Em relacdo a frequéncia de IgG anti-citomegalovirus, ndo houve
diferenca significativa entre os grupos vitiligo e controle. Os resultados séo
contrarios aos obtidos por Grimes et al. (1996), que encontraram DNA de
citomegalovirus em 11 de 29 bidpsias de pele de pacientes com vitiligo. No
entanto, estdo de acordo com Toker et al. (2007) que encontraram DNA de
CMV em apenas um de doze pacientes. Akar et al. (2002) também
sugeriram que € improvavel que o CMV tenha qualquer papel na patogénese
do vitiligo, o que esta de acordo com os resultados obtidos neste ensaio.

Embora os resultados de IgG anti-citomegalovirus ndo seja
significativos, observou-se uma alta frequéncia de IgG nos pacientes de
vitiligo, que poderiam explicar a reatividade IgM em doenga ativa
encontrados nos estudos de Makvandi et al. (2000). Estes autores, em teste
para anti-CMV IgM, avaliaram que em pacientes que sofrem de doencga
progressiva para vitiligo existe uma reatividade para CMV significativa ao
comparar com amostras controle.

No entanto, concordamos com Steiner et al. (2002) ao concluirem que
a relacdo entre vitiligo e sorologia positiva para CMV nao é significativa
gquando comparada com a populacdo sem a doenca. Verificamos, pois, que,
apesar de 87% da populagdo com vitiligo ja ter contato com o
citomegalovirus, em uma populagao controle escolhida aleatoriamente entre
pacientes sem diagndéstico de vitiligo e sem indicagao clinica para CMV

também foi observada essa frequéncia alta.
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Apesar de o estudo nao encontrar positividade para hepatite C e
vitiligo, varios estudos tém indicado a infecgdo viral na patogénese de varias
doencas autoimunes, podendo ser um fator desencadeante para
autoimunidade (ANTELO et al.,2008).

Porém, a compreenséao dos efeitos adversos imunolégicos na hepatite
C crbénica € um fendmeno complexo, sendo que a variabilidade genotipica da
resposta ao tratamento e o0 estado imunoldégico do hospedeiro
desempenham um papel importante. As manifestacdes cutaneas na hepatite
C séo geralmente baseadas em estudos epidemioldgicos, necessitando de
outras evidéncias desta associagao.

Na infecgdo por toxoplasmose os anticorpos controlam os niveis de
parasitas extracelulares na circulagdo e fluidos teciduais, e o protozoario
desenvolve mecanismos para escapar da resposta imune, como capacidade
para alterar os antigenos de superficie (TIZARD, 2002). As alteragdes
imunologicas apresentadas por este parasita podem ser comparadas a
infecgdes virais.

Dentre poucos estudos, Getts et al. (2013) tém demonstrado que a
infeccdo provavelmente seja um fator ambiental adicional necessario para a
autoimunidade. Comparando uma populagdo com vitiligo e controle, a
diferencga estatistica apresentou significancia p 0,003, relacionada a infecgao
causada pelo Toxoplasma gondii. A promogao de um processo destrutivo
autoimune mediado pela toxoplasmose em vitiligo precisa ser esclarecida.

O Toxoplasma gondii IgG e herpes simples 1/2 virus IgG mostraram-
se significativamente mais presentes em vitiligo participantes, especialmente
em mulheres, em comparagdo com pacientes do grupo controle de mesma

idade e sexo.

Discussdo 33



7 CONCLUSOES

Realizou-se a detecgdo de anticorpos IgG contra citomegalovirus,
Toxoplasma gondii , virus 1 e 2 da herpes simples e virus da hepatite C por
meio de ensaio de imunoadsor¢ao ligado a enzima ( ELISA) indireto. Apos
analisar a frequéncia destes anticorpos em pacientes com vitiligo na cidade
de Goiania e comparar com um grupo controle de mesma idade e sexo,
observou-se que pacientes com vitiligo do sexo feminino apresentaram
diferenga significativa para anticorpos anti IgG T.gondii e herpes /Il em
relacao a pacientes controle.

Varios fatores, como as infec¢des, podem influenciar o aparecimento
ou progressdao do Vvitiligo e que os resultados apresentados foram
observados em amostras pontuais de pacientes, o que ndo os torna
universalizantes, mas consideraveis para a ampliagdo de conhecimento
como fatores de risco.

Observou-se ainda, que o perfil epidemiolégico dos pacientes
avaliados é semelhante aos relatados em outras publicagdes e poucos
estudos epidemiolégicos analisam mais de um agente infecioso na mesma
amostra populacional existindo poucos dados atualizados para o Estado de
Goias ou para a cidade de Goiania, reforcando a importancia dos resultados
apresentados neste estudo.

Vale ressaltar, a necessidade de estudos futuros com maior numero
amostral e, concluimos que na clinica, o rastreio sorolégico para esses
patogenos, principalmente Toxoplasma gondii e virus da herpes simples
pode ser util a ser pesquisado em pacientes com comprometimento do

sistema imunoldgico e em pacientes com o diagnostico de vitiligo.
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ABSTRACT

Background: Autoimmunity may be involved in the pathogenesis of vitiligo. Since pathogen infections

may trigger autoimmunity, we compared the frequencies of IgG immunoglobulins against selected
pathogens in patients with vitiligo and control subjects.

Methods: Serum from 51 patients with vitiligo and 51 controls were tested for anti-Toxoplasma gondii
(T. gondii) IgG, anti-herpes simplex types 1 and 2 (HSV-1/2) 1gG, anti-cytomegalovirus (CMV) I1gG, and

anti-hepatitis C virus IgG.
Results: The frequencies of IgG positivity for anti-T. gondii, anti-HSV-1/2, and anti-CMV IgG

antibodies in all participants were 63%, 84%, and 87%, respectively. Anti-hepatitis C virus IgG was
negative in all samples. Positive anti-T. gondii IgG was detected in plasma of 39 (78%) patients with

vitiligo and 25 (49%) controls (odds ratio [OR] 3.68, 95% confidence interval [CI] 1.55-8.76, p=0.0036).
Anti-HSV-1/2 IgG was detected in plasma of 47 (92%) patients with vitiligo and 38 (76%) controls (OR

3.71, 95% CI 1.11-12.44, p=0.031). Differences in frequencies of positive results for anti-T. gondiilgG
and anti-HSV-1/2 1gG were only significant in samples from female patients with vitiligo when compared

with controls (p=0.036 and 0.024, respectively). Anti-CMV IgG was detected in samples from 46 patients
with vitiligo (90%) and 41 (84%) controls (p=0.384).

Conclusions: Women with vitiligo presented higher frequencies of positive IgG antibodiesagainst T.
gondii and HSV-1/2 and similar frequencies of positive IgG antibodies against CMV whencompared

with age- and gender-matched controls. Since T. gondii and HSV-1/2 infections can trigger
autoimmunity, past exposure to these pathogens may be implicated in vitiligo development.

Keywords: Vitiligo; Pathogens; Virus; Serology
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INTRODUCTION

Vitiligo is a hypomelanosis characterized by a progressive loss of melanocytes [30]. In a recent

meta-analysis, the prevalence of vitiligo has been reported at 0.2% and 1.8% in studies conducted in
population- and hospital-based cohorts, respectively [32]. The cause of vitiligo is unclear, and among

multiple mechanisms suggested to be involved in the disappearance of melanocytes, the autoimmune and
inflammatory theory is today the most accepted hypothesis [3, 20].

Many autoimmune disorders may be triggered by viruses, bacteria or parasites [22]. Whether
infectious agents are implicated in the pathogenesis of vitiligo is still under intense investigation.

The first time that cytomegalovirus (CMV) was associated with vitiligo was through
identification of CMV DNA in skin biopsies from 11 out 29 patients with vitiligo in 1996 [9]. At that

same year, Shukla identified by cytology and immunofluorescence the cytopathic effect of CMV in pure
epidermal preparations of patients with vitiligo [23]. IgM antibodies against CMV have also been

reported in seven out of 26 serum samples from patients with vitiligo [14]. However, these results have
not been further confirmed. Specifically, Akar et al. [1] found no CMV DNA sequences in skin biopsies

of 34 patients with vitiligo, whereas Toker et al. found CMV DNA in only one out of a total of 12 punch
biopsies in patients with depigmented skin [28], and Steiner et al. (2002) found no correlation between

vitiligo and positive CMV serology [26].

Additionally, the virus associated with herpes simplex labialis has also been reported as being a
risk factor for vitiligo [6]. Vitiligo was recently reported in an 8-year-old boy with acute lymphocytic
leukemia after he manifested herpes zoster [16]. In another report, vitiligo was found to be exacerbated
after a herpes zoster infection [27].

A study has reported vitiligo in five patients with positive hepatitis C virus (HCV) infection [31],
while others have described the appearance of vitiligo after treatment with interferon for HCV infection

[5, 10, 17, 18]. In contrast, Akbayr et al. have shown that the seroprevalence of HCV in vitiligo was not
different from that in a control group of blood donors in Turkey [2].

Hence, the involvement of viruses in triggering vitiligo is still a subject of many controversies. In
an attempt to further investigate this issue, the present study analyzed the IgG serology for herpes simplex

virus types 1 and 2 (HSV-1/2), CMV, and HCV in a group of patients with vitiligo and another of age-
and matched control subjects. In order to test the hypothesis that the obligate intracellular parasite

Toxoplasma gondii (T. gondii) could trigger vitiligo, the IgG serology for this parasite was also assessed
in this study.

METHODS

This study included 51 patients with vitiligo attending the Alternative Medicine Hospital in the
city of Goiania (Goias, Brazil) and 51 age- and gender-matched controls. According to a revised

classification [7], vitiligo was clinically characterized as either segmental or nonsegmental. The control
group comprised healthy blood donors, whose samples were obtained from the blood bank center based at

Santa Casa de Misericdrdia, in the city of Goiania. The protocol of the study was approved by the
Research Ethics Committee at the Federal University of Goids and Santa Casa de Misericérdia Hospital

(protocols number 47956815.2.0000.5083 and 47956815.2.3001.5081, respectively).
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Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) performed with Symbiosys® kit reagents

(Symbiosis Diagnostica Ltda, Sdo Paulo, Brazil) was used to detect IgG immunoglobulins against CMV

(anti-CMV IgG), HSV-1/2 (anti-HSV-1/2 1gG), T. gondii (anti-T. gondii IgG), and hepatitis C (anti-
HCV IgG) according to the manufacturer’s instructions. The results were interpreted with respect to the

samples’ optical density (OD) and cutoff values. Samples with an OD value below 0.9 were considered
negative, and those with a value above 1.1 were considered positive.

Blood sampling

Peripheral venous blood was collected into 5 mL Vacutainer® tubes, and the serum was
separated by centrifugation at 1,800 g for 5 minutes and stored at -80°C until analysis.

Statistical analysis

Data were analyzed using Prism 5 for Windows, version 5.01 (GraphPad Software, San Diego
California, USA). Since Fisher’s test yields an exact p value and works well with small samples sizes

[19], it was used to analyze possible associations between vitiligo and exposure to T. gondii, HSV, CMV,
and HCV.

RESULTS

The studied population consisted predominantly of women (64.7%) of a total of 51 vitiligo
patients and 51 age- and gender-matched controls. The age of the participants followed a normal

distribution in the overall sample (vitiligo and controls) and had a mean value (+standard deviation) of
44.2 +£10.1 years.

Distribution of serological results in the overall population

The frequencies of anti-T. gondii IgG, anti-HSV-1/2 IgG, anti- CMV IgG, and anti-HCV IgG
antibodies are shown in Table 1.

TABLE 1

Table 2 shows the distribution of the serological results in participants with vitiligo and controls.

Positive anti-T. gondii IgG antibodies were detected in 39 (78%) samples of subjects with vitiligo and 25
(49%) samples of controls (p=0.0036). Also, anti-HSV-1/2 1gG antibodies were found in 47 (92%)

plasma samples in participants with vitiligo and in 38 (76%) samples in controls (p=0.031). Additionally,
anti-CMV IgG antibodies were found in 46 (90%) samples of patients with vitiligo compared with 41

(84%) samples of controls (p = 0.384).

TABLE 2
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Distribution of serological results according to gender

Table 3 presents the distribution of the 1gG serology for T. gondii, HSV-1/2, and anti-CMV
among participants with vitiligo and controls according to gender. In the vitiligo group, 27 (84%) samples

from female participants with vitiligo were positive for T. gondii compared with only 16 (48%) in female
participants serving as controls (p=0.036), while 12 samples (67%) from male participants were positive

for T. gondii compared with nine (50%) in the male control group (p=0.500). Additionally, 33 (100%)
samples from female participants with vitiligo were positive for HSV-1/2 compared with 27 (84%) in

controls (p=0.024), while 14 samples (78%) from male patients with vitiligo were positive for anti-HSV-
1/2 compared with 11 (61%) in male controls (p=0.471). In regards to the anti-CMV serology, samples

from female and male patients with vitiligo were shown not to be significantly different than those from
female and male participants serving as controls (p>0.05).

TABLE 3

DISCUSSION

The present study showed that the overall frequency of plasma anti-T. gondii, anti-HSV-1/2, and
anti-CMV IgG antibodies in the entire cohort of participants was 63%, 84%, and 87%, respectively. Anti-
HCV IgG antibodies were not found in any participant. Although this was not an epidemiological study
and direct comparisons should not be attempted, the frequencies observed are more or less consistent with
those reported in population studies.

In Brazil, the seroprevalence of anti-T. gondii IgG among pregnant women has been reported at
62% in the state of Sao Paulo [8] and 68.5% in the state of Sergipe [11]. The results of the present study

concerning the seroprevalence of T. gondii are also aligned with a prior study (67.7%) in pregnant women
in the city of Goiania [21].

The seroprevalence of IgG antibodies against the HSV type 1 ranged from 47% in Fortaleza to
73.3% in Manaus and increased with age (70.1% to 83.8% from the ages of 11-15 years to 31-40 years,

respectively) [4]; these results are also in line with our participants, whose mean age was 45 years.
The prevalence of CMV IgG antibodies among blood donors has been reported at 96.4% in the

state of Santa Catarina [25] and 87.9% in the state of Bahia [15]. Considering the importance of local
studies concerning CMV infection, the frequency of anti-CMV antibodies found in the present study is

also consistent with other national studies.
It is interesting to note that few epidemiological studies have analyzed more than one infectious

agent in the same population, as we have done, reinforcing the importance of the results presented in this
study.

The frequencies of positive anti-HSV-1/2 1IgG were also significantly higher in participants with
vitiligo than controls. Also, the difference in the frequencies of anti-HSV-1/2 between the vitiligo and
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6
control groups was significant only in female participants with vitiligo. Few studies have investigated the
frequency of anti-HSV-1/2 in patients with vitiligo. Liu et al. found no evidence of anti-lgG antibodies

against the HSV-1/2 in 90 patients with vitiligo compared with 150 pregnant women who served as
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controls [13]. More recently, Lan et al. showed evidence that the HSV-1 enters the melanocytes and

induces apoptosis, leading these authors to hypothesize that HSV-1 infection might be a trigger for

vitiligo [12]. In contrast, Grimes et al. were unable to find herpes simplex DNA in biopsy specimens
obtained from patients with vitiligo [9].

In relation to the frequency of anti-CMV IgG, this study found no significant difference between
the vitiligo and control groups. These results dispute those obtained by Grimes et al., who found CMV

DNA in 11 out of 29 skin biopsies from patients with vitiligo [9] but are in accordance those by Toker et
al. who found CMV DNA in only one out of 12 patients [28]. Akar et al. also suggested that CMV is

unlikely to have any role in the pathogenesis of vitiligo [1], which is in line with our results.
The present study found that the frequency of positive anti-T. gondii IgG was significantly

higher in participants with vitiligo compared with control ones. To the best of our knowledge, no previous
study in the literature has addressed this issue. Additionally, the difference in the frequencies of anti-T.

gondii was significant only in female participants with vitiligo when compared with female controls.
In conclusion, T. gondii IgG and HSV-1/2 IgG were significantly more frequent in patients with

vitiligo, especially in women, when compared with age- and gender-matched controls. The small sample
size is undoubtedly a limitation of our study. However, a distinctive strength of our study was the

inclusion of an age- and gender-matched population as controls, since the prevalence of infection by T.
gondii and cytomegalovirus varies according to these parameters.

A recent finding that the HSV-1 is able to infect murine melanocytes in vitro and induce

apoptosis is an attractive hypothesis to explain the disappearance of melanocytes [12] and development of

vitiligo. However, the promotion of an autoimmune-mediated destructive process by T. gondii infection
in vitiligo still needs to be clarified.
The association between 25-hydroxyvitamin D (25-[OH]D) deficiency and an increased risk of

several infectious diseases [29] and the recent findings of the presence of low serum levels of vitamin D
in vitiligo [24] was one of the reasons that led us to speculate a possible link between pathogen infection

and vitiligo. Serological screening for these pathogens in patients with vitiligo (mainly T. gondiiand
HSV-1/2) might be useful in clinical practice to help physicians decide whether vitamin D should be

prescribed to these patients.

ETHICAL APPROVAL

All procedures performed in studies involving human participants were in accordance with the ethical
standards of the institutional and/or national research committee and with the 1964 Helsinki Declaration

and its later amendments or comparable ethical standards.
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TABLE 1. Frequency of anti-Toxoplasma gondii, anti-herpes simplex 1/2, anti-cytomegalovirus 1gG, and
anti-hepatitis C virus IgG antibodies among participants of the study.

Positive Negative Total
n (%) n (%) n (%)
Anti-Toxoplasma gondii 64 (63) 37 (37) 101 (100)?
Anti-herpes simplex 1/2 85 (84) 16(16) 101 (100)?
Anti-cytomegalovirus 87 (87) 13 (13) 100 (100)®
Anti-hepatitis C virus 0(0) 102 (100) 102 (100)

“bSamples with one or two undetermined values.

TABLE 2. Distribution of the serological results of participants with vitiligo and controls according to

the presence or absence of IgG antibodies against infectious agents.

IgG immunoglobulin Vitiligo Control OR (95% CI) p value*
n (%) n (%)

Anti-Toxoplasma gondii 3.68 (1.55-8.76) 0.0036
Positive 39 (78) 25 (49)
Negative 11 (22) 26 (51)

Anti-herpes simplex 1/2 3.71 (1.11-12.44) 0.031
Positive 47 (92) 38 (76)
Negative 4(8) 12 (24)

Anti-cytomegalovirus 1.80 (0.54-5.93) 0.384
Positive 46 (90) 41 (84)
Negative 5 (10) 8 (16)

Abbreviations: OR - odds ratio; 95% CI - 95% confidence interval. *Fisher’s exact test.



\BLE 3. Distribution of the immunoglobulin G (IgG) serology for Toxoplasma gondii, herpes simplex

11

1 1/2, and cytomegalovirus among study participants with vitiligo and control groups according to gender.
2
3 .o . .
4 Toxoplasma gondii 1gG Herpes simplex 1/2 IgG Cytomegalovirus IgG
5
6
Gender Vitiligo Control P Vitiligo Control p Vitiligo Control p*
8 n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
9
10
11
1Bemale 0.036 0.024 0.672
13 Positive 27 (84) 16 (48) 33 (100) 27 (84) 31 (94) 29 (88)
14 Negative 5(16) 17 (52) 0(0) 5(16) 2 (6) 4(12)
15
1Mlale 0.500 0.471
17 Positive 12 (67) 9 (50) 14 (78) 11(61) 15 (83) 12 (75)
18 Negative 6 (33) 9 (50) 4(22) 7(32) 3(17) 4(25)
0.682
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20
21
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*Fisher’s exact test
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Apéndice 2 : Questionario/ entrevista com pacientes portadores de vitiligo.

QUESTIONARIO.

I Etapa
Essa etapa sera respondida pelo médico assistente ou pelas informacdes
dos prontuarios.

1. Classificacado do Tipo de Vitiligo

Localizado Generalizado
() Segmentar () Vulgar

() Focal () Acrofacial
() Mucosa () Misto

() Universal

2. Possui Fenbmeno de
Koebner? ( )Sim  (

) Nao

I1 Etapa
Aplicada para o voluntario da pesquisa

1.Vocé notou que o surgimento de manchas na pele foi apos
algum estado gripal ou correlacionado com alguma doenca?
( ) Sim ( )Nao



2. Vocé costuma ficar exposto ao
sol? ( ) Sim )
Nao

3. Ja teve alguma queimadura decorrente da exposicao
excessiva ao sol? () Sim  ( ) Nao

4. Essas manchas descoloridas estao lhe causando outros
sintomas? ( ) Sim ) Nao

5. Vocé ja utilizou algum destes

tratamentos? ( ) Cremes Corticoides



( ) Vitamina D

() Terapia de luz/lazer
() Homepatia

() Fitoterapia

() Enxerto

() Micropigmentacao

6. Vocé ja utilizou um tratamento alternativo sem o consentimento
do seu médico?

) Sim . Qual ? _
) Nao

—~ ~

7. Possui algumas das doencas listadas abaixo:

) Imunossupressao ( Doengas como HIV ou transplante de 6rgaos)
) Asma/ e ou Rinite

) Diabetes

) Anemia

) Lupus

) Tuberculose

) Depressao ou outras desordens psiquidtricas

AN AN AN AN AN AN AN

8. Vocé sabe se ja teve uma doenca chamada
Citomegalovirus? () Sim ( ) Nao



9. Existem pessoas na familia com alguma alteracéo de pele?
Considere pessoas da familia: pai, mae e irmé&os biologicos.

( ) Sim () Nio

10. Outras informacgdes sobre o Vitiligo que queira nos relatar.
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Anexo 1 Parecer do Comité de Etica

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Vitiligo

Pesquisador: RACHEL RIBEIRO

Area Tematica:

Verséao: 4

CAAE: 47956815.2.0000.5083

Instituicdo Proponente:

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.702.488

Apresentacao do Projeto:

Titulo da Pesquisa: Vitiligo. Pesquisadora Responsavel: RACHEL RIBEIRO. N. CAAE:
47956815.2.0000.5083. O estudo se propbe a pesquisar se existe correlacdo entre Citomegalovirus e
Vitiligo. Trata-se de um estudo

restrospectivo através de banco de dados e prontuarios. Seréo revisados historico de pacientes com histéria
clinica de vitiligo, testes laboratoriais com o diagnésitco de citomegalovirus e analisados com outros dados
correlacionados com a pesquisa.Sao co-participantes no estudo a SANTA CASA DE MISERICORDIA DE
GOIANIA e 0o HOSPITAL DE MEDICINA ALTERNATIVA.Por se tratar de projeto do tipo guarda-chuva a

pesquisadora afirma que havera retencdo de amostras para armazenamento em banco de dados.
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Bairro: Campus Samambaia CEP: 74.001-970
UF: GO Municipio: GOIANIA
Telefone: (62)3521-1215 Fax: (62)3521-1163 E-mail: cep.prpi.ufg@gmail.com
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Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar a relagéo entre outras doengas e o Vitiligo.

Objetivo Secundario:

Estudar a etiopatogenia do vitiligo.Compreender a fisiopatogénese do vitiligo.Correlacionar processo

imunologico com o aparecimento ou progresséo do vitiligo.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os riscos desta pesquisa sao minimos, visto que os pacientes apenas serdo submetidos a coleta de sangue
€ 0S exames serao executados sob

responsabilidade da pesquisadora que possui habilitacdo e experiéncia na area.

Os pacientes serdo submetidos ao termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE). Resguardaremos o
sigilo e confidencialidade dos resultados

dos exames dos pacientes, obedecendo principios éticos da Resolugédo 466/12.

O material fisico e biolégico apbs a pesquisa sera arquivado se autorizado e ficara sob a responsabilidade
do pesquisador para subsidiar outras

pesquisas.

Beneficios:

Contribuir para elucidar sobre a fisiopatogenia do vitiligo

Comentarios e Consideragcoes sobre a Pesquisa:
O desenho do estudo: Avaliar o fator imunolédgico e sua correlagdo com o Vitiligo.

Foram acrescentadas outras doencas para serem realizadas pelas seguintes metodologias: Reacdo em
cadeia da polimerase,Capacidade antioxidante total, ELISA, FAN (fator anti nucleo) e um estudo através dos
prontuérios dos pacientes.

Critério de Incluséo:

Pacientes diagnosticados com vitiligo para amostras testes. Pacientes controles sem histérico de vitiligo.
Critério de Excluséo:

Pacientes sem diagnostico de vitiligo para amostras testes. Pacientes controles com histérico de
despigmentacao da pele ou com Vitiligo.

Estudo retrospectivo por meio de banco de dados e prontuarios, seréo revisados historico de pacientes
com histoéria clinica de vitiligo, testes laboratoriais com o diagnéstico de citomegalovirus e analisados com
outros dados correlacionados com a pesquisa.
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Esta pesquisa tem como hip6tese: Infecgbes passadas causadas por doengas como Citomegalovirus,

Toxoplasmose ou Herpes Virus, pode desencadear o mecanismo patogénicos
para vitiligo.

Seréo utilizados as seguintes metodologias para elucidar a relacdo entre algumas doencas e Vitiligo. A
saber: Reacdo em cadeia da polimerase, Capacidade antioxidante total, analise sorolégica do CMV,
Toxoplasmose e Herpes Virus, FAN (fator anti nicleo) e um estudo pelos prontuérios. Serdo utilizados soro
de pacientes diagnosticados com Vitiligo e que recebem tratamento no Hospital de Medicina Alternativa. Os
pacientes serdo informados sobre a pesquisa no consultério com o0 médico assistente que ira direciona-lo até
a enfermaria do Hospital, local que serdo submetidos ao TCLE pelo pesquisador e a coleta do material
biolégico. Como controle, serdo utilizados soro de pacientes sem histéria clinica de Vitiligo. Estes, serdo
encaminhados para o Laboratério de Anélises Clinicas para submissdo do TCLE pela pesquisadora e coleta
do material biolégico.

1. Reagdo em cadeia da polimerase — PCR Apéds a extracdo do DNA, as amostras serdo submetidas a
amplificacdo, visando a deteccdo da sequencia alvo pedida pelo exame. As reagdes serdo realizadas
segundo o protocolo proposto por SAMBROOK et al., 2001. O produto obtido sera submetido a eletroforese
em gel de agarose e corado com brometo de etidio, sendo visualizado em seguida no transmiluminador
(VDS).

2.Capacidade antioxidante total Através de um método colorimétrico, uma andlise quantitativa compara a cor
produzida por uma reagcdo quimica com uma cor padréo de acordo com a intensidade da cor produzida. No
Kit de Ensaio de Capacidade antioxidante total, da Sigma-Aldrich Co, a concentragcdo de uma combinacéo
de pequenas moléculas de proteinas e antioxidantes, ou a concentracdo de apenas pequenas antioxidantes
da molécula pode ser determinada Cu2 + e convertido em Cu + As moléculas reduzidas de Cu+ séo
analisadas por uma sonda colorimétrica, dando um pico de absorvancia aproximadamente 570 nm, que é
proporcional a capacidade antioxidante total. O kit capacidade antioxidante em equivalentes de Trolox
(variando 4-20 nmol / pog¢o). Trolox, um anélogo de vitamina E sollvel em &gua, serve como um padrédo

antioxidante.

3. Andlise sorologica do CMV, Toxo e Herpes. Baseia-se na interagdo antigeno-anticorpo. Consiste num
anticorpo conjugado a uma enzima capaz de modificar um cromédgeno, através da reagdo com seu substrato

especifico, gerando coloracdes diferentes de acordo com o cromégeno.
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acordo com o disposto na Resolugcdo CNS n. 466/12. O prazo para entrega do Relatério é de até 30 dias

apds o encerramento da pesquisa, prevista para dezembro de 2016.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento

Arquivo

Postagem

Autor

Situacao

Informacgdes Bésicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_782035| 25/08/2016
do Projeto _E2.pdf

15:59:46

Aceito
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Anexo 2 TCLE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

Vocé/Sr./Sra. estd sendo convidado(a) a participar, como voluntario(a), da pesquisa
intitulada “ Existe correlacdo entre Citomegalovirus e Vitiligo?” Meu nome ¢ Rachel de
Paula Santos Ribeiro sou o pesquisador(a) responsiavel e minha area de atuagdo ¢ a
biomedicina. Apds receber os esclarecimentos e as informagdes a seguir, se vocé aceitar
fazer parte do estudo, assine ao final deste documento, que estd impresso em duas vias,
sendo que uma delas ¢ sua e a outra pertence ao(a) pesquisador(a) responsavel. Esclareco
que em caso de recusa na participacao vocé ndo sera penalizado(a) de forma alguma. Mas se
aceitar participar, as duvidas sobre a pesquisa poderdo ser esclarecidas pelo(s) pesquisador
(es) responsavel(is), via e-mail rachel.paulasantos@gmail.com e, inclusive, sob forma de
ligacdo a cobrar, através do(s) seguinte(s) contato(s) telefonico(s): (62)9849 0912/(62) 3251
1495 Ao persistirem as duvidas sobre os seus direitos como participante desta pesquisa,
vocé também podera fazer contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Goiés, pelo telefone (62)3521-1215.

Sua participagdo ndo ¢ obrigatéria. O nosso estudo quer avaliar alguns fatores aos
quais podem estar envolvidos no aparecimento do vitiligo. Caso aceite participar sua
colaboragdo serd muito util para o estudo do Vitiligo. Sabemos da necessidade de
estabelecer uma correlagdo entre as doengas, pois existem poucos dados sobre o assunto. O
Vitiligo ¢ uma doenca, pouco conhecida e grande alvo de preconceito, pode provocar
alteracdes emocionais, comprometendo a autoestima e interferindo nas relagdes sociais de
individuo com vitiligo. Para tanto, solicitamos uma pequena quantidade de sangue.

Os riscos associados com a coleta de sangue incluem: dor, hematoma, ou
desconforto no local da coleta. Raramente desmaio ou infec¢des no local de pungdo podem
ocorrer. Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou
tratamentos propostos neste estudo (nexo causal comprovado), o participante tem direito a
tratamento médico na Instituicdo, bem como as indenizacdes legalmente estabelecidas

Também pedimos que respondesse a um breve questionario. Esperamos que o
questionario fosse todo preenchido, e caso vocé sinta necessidade, ao lado de cada
pergunta vocé pode adicionar alguma informacdo extra. Suas respostas sdo estritamente
confidenciais e andnimas, sendo somente os profissionais médicos e pesquisadores terdo
acesso a elas. Se alguma questdo for dificil de responder, responda o melhor que puder,
entretanto, sem deixar de responder as questdes.

Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB)Campus II - Samambaia, saida para Nerdpolis — Km 13.Goidnia — GO.
Telefone: 62-3251 1215
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Tanto a amostra de sangue como o questionario serdo usados exclusivamente para
pesquisas relacionadas ao estudo do vitiligo, e ndo serdo usados em outras finalidades.
Esse material permanecera guardado no laboratorio onde a pesquisa serd feita e seu destino
ao anonimato e a privacidade estd garantida e sua identidade ndo sera divulgada, sendo
assim as informagdes obtidas terdo carater sigilos.

Todas as informagdes colhidas e os resultados dos testes serdo analisados em carater
estritamente cientifico, mantendo- se a confidencialidade, em nenhum momento os
dados que identifique o paciente serdo divulgados, a menos que seja exigido por lei.

Os registros médicos que trazem a sua identificacdo e esse termo de consentimento
assinado poderao ser inspecionados por agéncias reguladoras e pelo CEP.

Os resultados desta pesquisa poderdo ser apresentados em reunides ou publicacdes,
contudo, sua identidade ndo sera revelada nessas apresentacoes.

Caso o participante aceite a guarda do seu material bioldgico para futuras pesquisas
sobre o Vitiligo, contribuindo para o avanco da ciéncia, terd que assinar o termo de guarda
de material bioldgico em anexo. Para isso, 0 novo projeto terd novas submissoes ao Comité
de Etica em Pesquisa e apenas tera continuidade se aprovado.

Sua amostra sera responsabilidade da pesquisadora Rachel de Paula Santos Ribeiro e
o material estard armazenado em um freezer a 20°C no Laboratorio de Biologia Celular da
Universidade Federal de Goias.

Concordando em participar desta pesquisa, esclarecemos que vocé ndo tera ajuda
financeira decorrente de sua participacdo, pois nao precisara despender financeiramente,
apenas estard contribuindo muito com a pesquisa, uma vez que as informagdes obtidas a
partir do sangue coletado nos fornecerdo dados importantes para entender melhor as
caracteristicas do vitiligo e sua fisiopatogenia.

1.1. CONCENTIMENTO DA PARTE DA PESSOA COMO SUJEITO DA PESQUISA
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RG/CPF/n.° de prontudrio/n.® de matricula .........ccccoovevevienciienienieenenne, , abaixo
assinado, concordo em participar do estudo intitulado “Existe Correlagdo entre
Citomegalovirus e Vitiligo?”. Informo ter mais de 18 anos de idade, e destaco que minha
participagdo nesta pesquisa ¢ de carater voluntario. Fui, ainda, devidamente informado(a) e
esclarecido(a), pelo pesquisador(a) responsavel Rachel de Paula Santos Ribeiro, sobre a
pesquisa, os procedimentos € métodos nela envolvidos, assim como 0s possiveis riscos e
beneficios decorrentes de minha participacdo no estudo. Foi-me garantido que posso retirar
meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade. Declaro,

portanto, que concordo com a minha participacdo no projeto de pesquisa acima descrito.

Assinatura por extenso do(a) participante

Assinatura por extenso do(a) pesquisador(a) responsavel
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1.2. TERMO DE FIEL DEPOSITARIO DE MATERIAL BIOLOGICO

Pelo presente instrumento  que atende as exigéncias legais

0 (a) Sr.  (a)

depositario (a) dos documentos em anexo e dos
materiais biologicos (sangue), da Instituigio UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS, apos ter
tomado conhecimento do protocolo de pesquisa “Existe correlagdo entre Citomegalovirus e
Vitiligo?”, vem na melhor forma de direito AUTORIZAR a pesquisadora Rachel de Paula Santos
Ribeiro (CPF: 71932534272) armazenar os dados da pesquisa e o material bioldgico, ficando
responsavel pela guarda e custddia dos questiondrios e amostras que recebeu, resguardando o direito
assegurando pela resolugdo CNS 466/2012.

Fica claro, que o fiel depositario pode, a qualquer momento, retirar sua AUTORIZACAO e
estd ciente de que todas as informagdes prestadas tornar-se-do confidenciais e guardadas por forga
de sigilo profissional do pesquisador responsavel.

Local e Data:

Nome ¢ assinatura do sujeito ou
responsavel: Pesquisador Responsavel:

Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB)Campus II - Samambaia, saida para Nerdpolis — Km 13.Goidnia — GO.
Telefone: 62-3251 1215



Testemunhas em caso de uso da assinatura datiloscopica
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Anexo 3 Calculo amostral
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