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"A vida é como jogar uma bola na parede:

Se for jogada uma bola azul, ela voltara azul;

Se for jogada uma bola verde, ela voltara verde;
Se a bola for jogada fraca, ela voltara fraca;

Se a bola for jogada com forga, ela voltard com forga.
Por isso, nunca "jogue uma bola na vida"

de forma que vocé ndo esteja pronto a recebé-la.
A vida ndo d4 nem empresta;

ndo se comove nem se apieda.

Tudo quanto ela faz € retribuir e

transferir aquilo que nés lhe oferecemos”

Albert Einstein
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RESUMO



A partir de 1960, com a evolucao nos processos cirdrgicos para transplante, a infec¢io pelo
HCMV comega a ser reconhecida como uma doenca de importancia clinica, sendo
considerado o principal agente patogénico em hospedeiros com o sistema imunoldgico
comprometido. Foi iniciada, em 1980, a utilizagao de medidas para o controle do virus com
agentes antivirais e intervencdes imunoldgicas, e atualmente, os avancos para a
compreensdo dessa virose estdo relacionados aos aspectos moleculares da infeccdo e

controle clinico, principalmente nos grupos de risco.

Sabendo-se da importancia do diagnéstico precoce da infeccdo ativa e da identificagdo das
linhagens de HCMV em pacientes transplantados por sua possivel relacio com a

infectividade e apresentagdo clinica, este trabalho teve como objetivos principais:

(1)Diagnosticar e monitorizar a infec¢do ativa por HCMV em receptores pedidtricos de
transplante de rim ou medula éssea em seguimento no Hospital de Clinicas da UNICAMP e
no Centro Infantil Boldrini;(2)Determinar a prevaléncia dos subtipos gB de HCMV na
populacdo estudada;(3)Avaliar a relacdo de uma determinada linhagem com o quadro
clinico, apresentado pelos pacientes estudados, durante a infeccdo ativa e doenca por

HCMV.

Para o diagnostico da infecgdo ativa por HCMV, foram analisadas amostras de sangue de
42 pacientes transplantados pediatricos, atendidos no Hospital de Clinicas da UNICAMP e
Centro Infantil Boldrini, com idade entre 2 a 18 anos, sendo que 19 deles eram receptores
de transplante renal e os outros 23, receptores de transplante de medula 6ssea. Foram

utilizadas técnicas rdpidas e precoces de diagndstico: Antigenemia e Nested-PCR

A identificacdo das diferentes cépas do HCMYV foi feita a partir do DNA de pacientes que
apresentaram antigenemia e/ou 2 “Nested PCR” consecutivos positivos para a regido IE do

virus.

Para a genotipagem também foi utilizada a Nested-PCR para a amplificacdo da
glicoproteina B seguida da andlise de restricdo com as enzimas Rsa I e Hinf I para que fosse

possivel a identificacdo da linhagem viral.

Resumo
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A infec¢do ativa por HCMV foi diagnosticada em 20 (47,6%) dos 42 pacientes estudados,
sendo 5/20 (21,7%) receptores de células tronco hemeatopoética e 15/20 (79%) receptores
de transplante de rim. Deste pacientes que apresentaram infeccdo ativa pelo HCMV
fizemos a genotipagem através de uma amostra positiva de sangue. Para os pacientes que
apresentaram recorréncia da infeccdo (5/20) a andlise do genétipo viral foi feita nos dois
periodos da infec¢do, caracterizando, em todos os casos, reatiavacao viral. Como resultados
da genotipagem tivemos uma prevaléncia do genétipo 1, encontrado em 45% (9/20) dos
pacientes infectados pelo HCMV, sendo 7/15 receptores de rim e 2/5 receptores de células
tronco hemetopoéticas. O Gendétipo 2 também teve uma frequéncia considerdvel entre este
pacientes apresentando uma prevaléncia de 25% (5/20) e sugeriu estar relacionado com um
quadro clinico mais grave e reativacdo viral apds tratamento. A mistura de linhagens
também foi encontrada em 30% (6/20) dos pacientes estudados, gB1gB2 (3/6), gB1gB4
(2/6) e gB2gB3 (1/6). Os pacientes que apresentaram como linhagem viral a mistura de
linhagens apresentaram melhor progndstico da infeccao ativa pelo HCMV. Os genétipos 3
e 4 ndo foram encontrados isoladamente em nenhuma amostra genotipada dos pacientes

estudados.
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ABSTRACT



Human cytomegalovirus (HCMV) remains the most important cause of serious viral
infections in pediatric transplant recipients. In these patients, early diagnosis of active
HCMYV infection is important since the development of HCMV disease may be prevented.
Ganciclovir has been established as an effective treatment agent for active infection by

HCMV.

HCMV disease can occur from infection acquired by the transplanted organ or from re-
activation of latent infection. The risk is highest within 2 months of transplantation. Several
risk factors for disease have been identified and include: HCMV-positive donor, HCMV-
negative recipient, lack of anti-viral prophylaxis, and receipt of cadaveric kidney or type of
bone marrow transplant. Intense immunosuppression has also been implicated. For
discriminate patients with active infection from those without such infection, tests that
include the pp65 antigenemia assay (AGM) and DNA detection methods are describle. The
polymarase chain reaction (PCR) is a sensitive method for detection of HCMV DNA and
active infection. The HCMV antigenemia assay is a rapid and quantitative method widely
used as a guideline for starting treatment with ganciclovir. Genetic variability of
functionally important genes among different virus strains may influence clinical
manifestations of HCMYV infections. These variabilities, mainly of the glycoprotein B (gB)
gene of the viral envelope, appear to be of clinical relevance because they are assumed to
play an essential role in the induction of immune response and in viral entry into host cells,
and it has been considered as a potential marker for viral virulence. Based on the restriction
analysis of PCR products (PCR-RFLP), the HCMV genotypes were determined previously,
and it may possibly be helpful in predicting the clinical outcome of HCMV infection. The
aim of this study were detect and monitoring active HCMYV infection in pediatric patients
recipients of renal or bone marrow transplantation using DNA detection and antigenemia
tests and to study the prevalence of subtypes gB-HCMYV in this patients and the clinical

impact.

Twenty patients (47.6%) were infected during the monitoring with N-PCR and/or AGM.
Recurrent infection occurred in five out of 20 patients(25%). One of these patient (20%)

had done bone marrow transplantation and four patients (80%) had renal transplant.

Abstract
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The median time of the recurrent infection was 122 days (89-134). The patients that

received ganciclovir prophylaxis had active HCMV infection and probable HCMV disease.

Fourteen out of 20 patients (70%) developed probable HCMV disease. Three out of
(21.4%) these patients were recipients of bone marrow transplantation and eleven (78.6%)
were recipients of renal transplant. The symptoms more frequent in these patients were
fever, diarrhea and vomit. This symptoms associate with active HCMV infection were

considered probable HCMYV disease.

Nested-PCR amplification and restriction enzyme digestion of the HCMV gene were
performed in 20 patients with active HCMYV infection and results in differentiation of four
digestion patterns as previously demostrated (Chou and Dennison, 1991). The genotypes
founds were: nine patients (45%) were compatible with the gB1 genotype; five (25%)
were gB2 and six patients were mixture of gB types. In the patients that demostrated
mixture of gB types, 3 (50%) were compatible with the gB1gB2; two (33.3%) were
compatible with gB1gB4 and one (16.7%) were compatible with gB2 gB3. No found
1solated gB3 and gB4 genotype in the patients studied.
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1- INTRODUCAO



1.1- Historico

A primeira fase da histéria do conhecimento sobre citomegalovirus humano
(HCMV) foi originada exclusivamente de dados obtidos através de estudos
histopatolégicos. O HCMYV foi designado como agente etioldgico da “Doenga de Inclusao
Citomegdlica” e cuja denominacdo derivou-se do efeito citopdtico caracteristico,
representado pelo aumento do volume celular com inclusdes nucleares observadas nos
tecidos infectados (MURRAY, 1997, MAYA & AZULAY, 2000). Células com
caracteristicas semelhantes t€ém sido descritas desde 1881 e em 1921, Goodpasture e Talbot
reportaram um caso fatal associado ao HCMV envolvendo pulmaio, figado e rim de uma
crianca recém-nascida (DREW, 1988). Inclusdes pequenas, mas similares aquelas
encontradas na “Doen¢a de Inclusdo Citomegdlica” foram observadas por Tyzzer em
bidpsia de lesdo de pele causada por herpevirus e Lipschutz foi quem primeiro reconheceu
esta similaridade e postulou uma etiologia viral para a “Doenca de Inclusdo Citomegalica.

(ALFORD & BRITT, 1990).

Cole e Kutner, em 1926, puderam demostrar que o HCMV estava presente em
glandulas submaxilares de cobaia e que sua presenca estava associada com células que
continham corpusculos de inclusdo. O primeiro estudo sistemdtico sobre prevaléncia desta
infeccdo em criangas foi realizado por Farber ¢ Wolbach em 1932, encontrando células
citomegdlicas tipicas nas glandulas salivares de 14% das criangcas analisadas
(PLACHTER, SINZGER & JAHN, 1996). Fetterman, em 1952, diagnosticou ‘“Doenga de
Inclusdao Citomegdlica” por exame citolégico de urina e Minder (1953), utilizando a
microscopia eletronica, identificou a particula viral de 105 nm de didmetro (DREW, 1988;
MAYA & AZULAY, 2000). Margaret Smith conseguiu, em 1954, isolar o virus em cultura

de tecido, usando a infec¢@o de glandula salivar de cobaia como modelo (SMITH, 1956).

Através das técnicas de cultura celular, o HCMV foi independentemente
isolado por trés laboratérios distintos, em amostras de urina e tecido de criangas com
manifestagdes clinicas de provdvel infecc¢do pelo virus (PLACHTER, SINZGER & JAHN,
1996; DREW, 1988). Smith conseguiu isolar o virus das glandulas salivares de 2 criangas
— uma morreu de infeccdo citomegdlica generalizada; no mesmo ano, Rowe et al. isolaram

trés linhagens de HCMV de tecido adenoidal de criancas submetidas a adenoidectomia e a
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partir destes estudos, conseguiram adaptar uma linhagem de HCMV em laboratério
(AD 169), replicando em culturas de fibroblastos humanos. Weller et al. reconheceram o
virus em amostras de urina e pulmdo de criancas com doencga de inclusdo citomegélica
generalizada. Em cada laboratério foi detectado um efeito citopdtico idéntico

(ALFORD & BRITT, 1990).

A partir de 1960, com a evolug@o nos processos cirdrgicos para transplante, a
infeccdo pelo HCMV comeca a ser reconhecida como uma doenga de importancia clinica,
sendo considerado o principal agente patogénico em hospedeiros com o sistema
imunolégico comprometido. Na década seguinte, foram organizados grupos de estudo para
avaliar o impacto da infeccdo nos pacientes imunocomprometidos e propor medidas para
manter a infec¢do sob controle. Foi iniciada, em 1980, a utilizacdo de medidas para o
controle do virus com agentes antivirais e intervencdes imunoldgicas, e atualmente, os
avangos para a compreensdo dessa virose estdo relacionados aos aspectos moleculares da
infeccdo e controle clinico, principalmente nos grupos de risco (RUBIN, 1990; COSTA,
1999).

1.2- Caracteristicas Bioldgicas do HCMV
1.2.1- Classificacao

O HCMV foi originalmente classificado como um beta herpesvirus, baseado em
critérios morfologicos e bioquimicos. A morfologia dos virus do grupo herpes era
conhecida desde 1960, quando foi observado o formato icosaédrico através de microscopia
eletronica. Devido a semelhanca morfoldgica e a presenca de DNA de fita dupla, o
citomegalovirus foi considerado um membro do grupo herpes. Em 1973, o Grupo de
Estudos dos Herpesvirus do Comité Internacional para Nomenclatura dos Virus decidiu nao
utilizar o termo ‘“citomegalovirus” e recomendou que fosse dado um nimero ardbico a
todos os herpesvirus: o HCMYV ficou classificado como Herpesvirus Humano 5 (HHV-5).
Em 1979 este mesmo Comité reabilitou o nome citomegalovirus e dividiu a familia
Herpesviridae em 3 subfamilias representando os virus herpes simples
(Alphaherpesvirinae), citomegalovirus, herpesvirus humano, tipo 6 e tipo 7
(Bethaherpesvirinae) e o grupo dos virus linfoproliferativos (Gammaherpesvirinae). (HO,

1991; BROWN & ABERNATHY, 1998).
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1.2.2- Estrutura Viral

A particula viral consiste de um capsideo icosaédrico de 110 nm de diametro
composto por 162 capsOmeros, no interior do qual se encontra o nicleo de 64 nm de
didmetro contento o material genético (DNA). O virion completo € cercado por um

envelope glicolipidico e tem um diametro final de 200nm (MUSTAFA, 1994) (Figura 01).

Capsideo icosaédrico

Dna linear fita dupla

Tegumento ou Matriz

Membrana Lipidica

Glicoproteinas

Copywright 1994 — 97 Marko Reschke
Figura 01 - Estrutura do Citomegalovirus Humano (HCMV).

http://www.biografix.de/hcmv/html/metaframe.htm

O tamanho do genoma do HCMV ¢é de aproximadamente 230 Kilobases
(229.354 pares de bases — GeneBank NC 001347) ou massa molecular relativa de 150-155
x 10° e uma densidade de 1.716 — 1.717 g/cm3 correspondente a 58% de guanosina e

citosina.

7z

Este grande genoma codifica mais de 200 proteinas e € composto de duas
regides unicas definidas como longa (UL) e curta (US), flanqueada por sequéncias
repetidas invertidas localizadas internamente (IRL e IRS) e nas extremidades (TRL e TRS)

(CHEE et al., 1990; STINSKI, 1990). (Figura 02).
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Figura 02 — Organizacdo do genoma do Citomegalovirus Humano.

http://www.science.mcmaster.ca/Biology/Virology

1.2.3- Fisiopatologia

O HCMV ¢ um virus litico que causa um efeito citopatico in vitro € in vivo.
Quando o hospedeiro € infectado, o DNA do HCMV pode ser encontrado em todas as
diferentes linhagens celulares e 6rgaos do corpo. Na infec¢do inicial, o HCMYV infecta as
células epiteliais das glandulas salivares, resultando em uma infeccao persistente € um local
de laténcia viral. O HCMV também infecta o sistema geniturindrio, especificamente os
tibulos proximais do rim proximo das dreas corticais. Apesar da replicacdo viral no rim, ¢
muito raro ocorrer disfungdo renal. Uma excecdo pode acontecer em individuos que
receberam transplante de rim, no qual o HCMV ¢ associado com glomerulopatia e possivel

causa de rejei¢do do enxerto (GOODRICH, 2001).

1.3- Mecanismo de Replicaciao e Regulacao do HCMV

No hospedeiro natural, algumas células sdo mais susceptiveis a infeccdo que
outras. (STINSKI, 1990). Os mecanismos moleculares que determinam a permissividade
das células para a replicacio do HCMV nao sdo entendidos, mas sabe-se que o virus pode
penetrar uma variedade de células humanas e ndo-humanas sem que ocorra a replicagao.
Conclui-se, desse modo, que fatores celulares determinam as consequéncias da infecgdo
pelo HCMYV apés a entrada viral (MOCARSKI et al., 1990; PLACHTER, SINZGER &
JAHN, 1996).
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O ciclo de replicagio do HCMV ¢ lento em cultura celular e rdpido no
hospedeiro (EMERY et al., 1999), persistindo latente por muitos anos, podendo se reativar
quando diminuem as defesas do organismo infectado, caracterizando-se como um agente
oportunista. O HCMYV ¢ citopético, podendo produzir destrui¢cdo tecidual em varios tecidos,

como por exemplo, trato gatrointestinal, pulmdes, cérebro, etc (ALFORD & BRITT, 1990).

Para iniciar a infec¢do, € necessario que o virus seja adsorvido aos receptores de
superficie celular, resultado de uma cascata de interacOes entre proteinas virais e celulares,
seguido da fusdo do envelope viral com a lamela externa da membrana citoplasmatica. Esse

processo € ripido e eficiente tanto nos tipos celulares permissivos quanto nos

nao-permissivos.(SILVA, 2000; LANDOLFO et al., 2003)

A replicagdo do HCMYV apresenta padrdo similar aos demais herpesvirus, onde
ap6s infeccdo e incoporacdo do material genético, um pequeno nimero de genes €
transcrito, codificando proteinas que regulam sua expressdo; estas proteinas sao
denominadas de antigenos imediatamente precoces (IEA) e estimulam a producdo de
proteinas denominadas de antigenos precoces (EA). Os antigenos s3o expressos nas
membranas celulares e a seguir nas nucleares. Antigenos tardios (LA) tem funcgdo
constitucional e sdo expressos apods replicagdo do DNA (STRAUS, 1990; COLIMON &
MICHELSON, 1990).

O HCMV e outros tipos de citomegalovirus que infectam outras espécies de
animais sdo altamente espécie-especificas, mas suas caracteristicas de replicacdo e
sindromes da doenca que acarretam sao similares (ALFORD & BRITT, 1990; HO, 1991;
PANUTTI, 1984). Muitas cepas de HCMYV circulam continuamente na populacdo em geral
( VAN DER MERR et al., 1996).

Bresnahan e Shenk relataram que as particulas de HCMV nio contém sé DNA,
mas também quatro tipos de RNA mensageiros (RNAm) (BRESNAHAN &
SHENK, 2000).
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Esses quatros tipos de RNAm sdo transcritos de um gene imediatamente
precoce (immediately-early), dois genes precoces (early) e um gene tardio (late). Ao
penetrar na célula do hospedeiro, o capsideo viral € transportado ao poro nuclear onde sua
carga de DNA ¢ lancada ao nidcleo (Figura 03). Os quatros RNAm estio localizados no
tegumento viral, que € uma capa de proteina entre o capsideo e o envelope

(ROIZMAN, 2000; BRESNAHAN & SHENK, 2000).

Ap6s fusdo do envelope viral com a membrana citoplasmatica, o capsideo
(com algumas proteinas associadas ao tegumento) € transportado para o poro nuclear onde
o DNA viral € lancado no niicleo formando um circulo e € transcrito pelo maquindrio de
transcricdo celular. Outras proteinas do tegumento permanecem no citoplasma ou sdo
transportadas independentemente ao nucleo. O RNAm viral € transportado para a célula
hospedeira com o capsideo e € traduzido no citoplasma. Pelo menos uma das proteinas
codificadas pelo RNAm viral estd associada com a cadeia reticulo endoplasmdtico —

Complexo de Golgi (BRESNAHAN & SHENK, 2000).
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Figura 03 - Mecanismo de infeccao do HCMYV nas células do hospedeiro. Apés fusdo
do envelope viral com a membrana citoplasmdtica, o capsideo
(com algumas proteinas associadas ao tegumento) € transportado para o poro
nuclear onde o DNA viral é lancado no nicleo. O DNA forma um circulo e é
transcrito pelo maquindrio de transcricio celular. Outras proteinas do
tegumento  permanecem no  citoplasma ou sdo  transportadas
independentemente ao nucleo. O RNAm viral € transportado para a célula
hospedeira com o capsideo e € traduzido no citoplasma. Pelo menos uma das
proteinas codificadas pelo RNAm viral estd associada com a cadeia reticulo

endoplasmadtico - Complexo de Golgi (BRESNAHAN & SHENK, 2000) .

Ambos, HCMV murino e humano tém trés familias de genes: alfa, beta e gama.
Elas sdo expressas nas fases imediatamente precoces (IE), precoces (E) e tardia (L) do ciclo
de replicacdo das células infectadas. Cada uma das familias de genes IE e E tém um funcdo

regulatdria no ciclo celular (SWEET, 1999).
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o o (IE) - nesta fase os genes sao transcritos através de enzimas nucleares; os
RNAm sdo transportados para o citoplasma e sdo traduzidos; ocorre a
producdo de certas proteinas regulatérias que sdao transportadas para o
nicleo e que permitem ao virus ter controle da sintese macromolecular da
célula hospedeira. Os genes transcritos nessa fase podem ter influéncia na
expressdo de outros genes virais, seus proprios genes e , possivelmente,

genes celulares;

o B (E)- inicia-se ap6s o periodo IE e € caracterizada pela replicacdo do DNA

viral, producao de proteinas nas células infectadas e produgdo da progénie;

o O (L) — fase em que componentes estruturais ou de manutencdo dos virus

produzidos e os virus infectantes s3o eliminados da célula

(MUSTAFA, 1994).

1.4- Caracteristicas Fisico-Quimicas

O HCMV ¢ destruido rapidamente pelo calor (37°C por uma hora ou 56°C por
30 minutos), baixo pH (abaixo de 5,0), éter (20% por duas horas), luz ultravioleta por 5

minutos e ciclos de congelamento e descongelamento (HUANG et al., 1980).

A infectividade do HCMV € mais bem preservada por estocagem em diluentes
de bicarbonato de sddio na presenca de 35% de sorbitol a -90° C. As células infectadas com
o virus suspensas em meio Eagle com 10% a 20% de soro fetal e 10% de DMSO (dimethyl-
sulfoxide) podem ser estocadas por tempo indefinido em nitrogénio liquido a -190° C

(WELLER, 1971; COSTA, 1999).

1.5- Epidemiologia e Transmissao

A infec¢cdo pelo HCMV é comum na maioria da populacdo, infectando 0,5 a
1,0% de todos os recém-nascidos e mais ou menos 50% da populagdo adulta em paises
desenvolvidos. A prevaléncia em paises europeus, Austrdlia e América do Norte varia de

40 a 60%, enquanto que em populacdes de nivel sdcio-econdmico mais baixo, a prevaléncia
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¢ significantemente maior, variando entre 80 a 100%. A prevaléncia de anticorpos contra o
HCMV (anti-HCMYV) eleva-se com a idade, atingindo niveis méaximos apds os 25 anos

(PANNUTI, 1984; HARDY et al., 1985; NICHOLS & BOECKH, 2000).

No Brasil, os dados epidemiolégicos disponiveis sdo restritos a algumas dreas
urbanas, tais como o estado de Sdo Paulo. Estudos usando soros coletados de pessoas
sauddveis de diferentes grupos de idade em Sao Paulo e testados para anticorpos anti-
HCMYV mostraram que em criangas de 0-4 anos de idade a soroprevaléncia era de 60%,
com um lento aumento apds os 15 anos de idade e 80% de positividade no grupo de idade
entre 51 a 60 anos (ALMEIDA et al., 2001); a experiéncia de nosso laboratério, demonstra

uma soroprevaléncia de 93%. (BONON et al., 2004)

Aproximadamente  10%  das infeccdes  primdrias em  pacientes
imunocompetentes estdo associadas com a sindrome da mononucleose, caracterizada por
mal-estar, febre e linfocitose atipica. A grande maioria das infeccdes primdrias passa
desapercebida. O virus entdo permanece latente no endotélio e em células mononucleares
do sangue periférico, durante todo o tempo de vida do hospedeiro, controlada pela

imunovigilancia imunoldgica mediada por linfécitos T (NICHOLS & BOECKH, 2000).

O HCMV ¢ transmitido por: a) via parenteral, através de sangue ou seus
derivados; b) contato inter-humano; c¢) via materno-fetal, através do canal de parto,
contigio pos-parto ou transmissdo intra-uterina e, d) transplantes de Orglos

(VERONESI et al., 1991).

Os humanos sdo os unicos reservatorios de HCMV e a transmissdao ocorre
através do contato pessoa-a-pessoa. Recém-nascidos e criancas podem ser infectados
durante o nascimento pela passagem através do cérvix uterino contaminado, durante o
periodo poés-natal através do leite materno ou durante a infancia através de contato direto
com outras criangas em bercdrios ou creches e pode estar associado com seqiielas graves.
Representa a causa mais comum de retardo mental e distirbios da audi¢do em criangas.
ApOs a puberdade, transmiss@o salivar e sexual representam o modo mais importante de

infec¢do por HCMV (de JONG et al., 1998).
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Com relagdo a epidemiologia em grupos de alto risco, sabe-se que pacientes
imunossuprimidos, como os transplantados, os portadores da Sindrome da

Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) e aqueles que sdo submetidos a quimioterapia tém

maior risco de desenvolver a doenca por HCMV (COSTA, 1999).

O HCMV ¢ o mais importante patégeno entre os receptores de transplantes,
sendo que a infeccdo € evidenciada em 2/3 dos casos, embora a doenca clinica seja

encontrada com menor freqiiéncia (RUBIN, 1993; CAMARGO et al., 1996).

Existem trés padrdoes epidemioldgicos da infeccio por HCMV: infeccdo

primdria, reativagdo de infeccdo latente e reinfeccdo (RUBIN, 1990).

+¢ Na infeccido primaria, a fonte viral pode ser pré-natal (transmissio
transplacentaria) (EPPS et al., 1995), transfusdo intrauterina (VILMER &
PEROL, 1984), perinatal (secrecio cervical) e pés-natal (urina infectada,
saliva, leite materno) (EPPS et al., 1995), transfusdo de sangue e transplante
de 6rgdos (TEGTMEIER, 1989; FORMAN & ZAIA, 1994). Geralmente, a
infeccdo € mais f4cil de ser adquirida em condi¢Oes precdrias de higiene.
Entre as pessoas com condi¢des sOcio-econdmicas baixas, a grande maioria
das criangas tem sido infectada antes do inicio da puberdade (DRAGO et al.,
2000).Apos a infec¢do primdria, o HCMV permanece em uma condicao de
infeccdo latente, mas ocasionalmente torna-se reativado e os virions
infecciosos aparecem na saliva e/ou urina. Essas reativacdes temporarias sao
assintomdticas, mas permitem ao virus que ele se espalhe horizontalmente e
ainda verticalmente se a reativacdo ocorrer durante a gestacdo (DRAGO et

al., 2000).

¢ A reativacdo ¢ induzida pela alteracdo no relacionamento parasita-
hospedeiro devido a mecanismos fisiolégicos, tal como ocorre na gravidez
por um decréscimo natural das defesas imunoldgicas; nas doencas

debilitantes ou pelo emprego de drogas imunossupressoras € procedimentos

cirdrgicos (DRAGO et al., 2000).
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¢ A reinfeccao ¢ devida a um virus novo com um diferente tipo antigénico
(TEGMEIER, 1989). Embora seja epidemiologicamente importante
distinguir reinfeccdo e reativagdo, ambas sdo clinicamente similares. O
termo infeccdo recorrente, portanto, é freqiientemente usado para descrever
ambas possibilidades. Em adultos normais, a infec¢io por HCMV pode ser
também considerada uma doenga sexualmente transmissivel sendo mais
prevalente em mulheres com infeccdo gonocdcica anterior ou atual

(LESHER, 1988).

1.6- Patogénese

Em geral, a patogénese do HCMV ¢ similar a dos outros herpesvirus. Eles
compartilham a capacidade de: 1) disseminar de célula-a-célula mesmo na presenca de
anticorpos circulantes; 2) estabelecer um estado latente no hospedeiro; 3) reativar em
condi¢des de imunossupressdo, e 4) induzir no minimo imunossupressao transitéria no

receptor (DREW, 1988; SWEET & SMITH, 1990).

A patogénese da doengca por HCMV envolve (1) o papel da infeccdo
progressiva do virus, (2) o efeito da infec¢do pelo HCMV na funcgao celular, (3) a interagao
do HCMV com linhagens de células hematopoiéticas; (4) a fuga da vigilancia imune
mediada pelo HCMV e (5) o papel da aloreatividade e GVHD na infec¢do pelo HCMV
(ZAIA, 1999).

1.7- Manifestacoes Clinicas

A doenga em imunocompetentes quando se manifesta assume forma semelhante
a mononucleose infecciosa, classicamente caracterizada por febre de duracdo prolongada,
fraqueza, sudorese, mialgia, hepatomegalia, esplenomegalia ou ambos, e adenopatia.
Linfonodomegalia e exsudato amigdaliano s@o pouco encontrados, ao contrario do que se

verifica na mononucleose infecciosa causada pelo virus Epstein-Barr. Ictericia e exantema
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maculopapular podem ser eventualmente observados. Em relacdo aos exames laboratoriais,
o hemograma pode apresentar linfocitose relativa e absoluta e presenca de grande numero
de linfdcitos atipicos. Os marcadores hepaticos (ALT e AST) podem estar moderadamente
elevados em cerca de 80% dos casos (WELLER, 1971a; WELLER, 1971b;
PANUTTI et al., 1987; PANUTTI et al., 2001).

Porém, o virus pode ser um importante patdgeno no feto humano, em pacientes
com defeitos de imunidade celular (AIDS, leucemia, linfoma), em receptores de TMO
(Transplante de Medula ()ssea), TCTH (Transplante Células Tronco Hematopoéticas) e de
orgdos so6lidos e aqueles submetidos a quimioterapia antineopldsica. Uma vez ocorrida a
infeccdo, o0 HCMV pode permanecer latente, em equilibrio com o organismo infectado,
reativando a atividade viral quando houver diminui¢do da imunidade do hospedeiro,
caracterizando o HCMV como agente oportunista. Um dos fatores que mais tém
contribuido para o aumento da ocorréncia da infeccio por HCMV € o emprego cada vez
mais comum de drogas imunossupressoras (PANUTTI ef al., 1984; HO, 1990; MYERS &
AMSTERDAM, 1997). Com o aumento da prevaléncia de AIDS, a infec¢cdo por HCMV
transformou-se em um grave problema de satde publica nos vérios paises do mundo.
Devido a profunda e complexa deficiéncia imunoldgica causada pelo HIV, o HCMV

freqiientemente causa doenga disseminada nesse grupo de doentes.

Em pacientes transplantados, com céancer e outros imunossuprimidos, a
freqliéncia e a gravidade da infeccdo e de suas manifestacOes clinicas sdo bastante
varidveis. Elas dependem do tipo de transplante, das condi¢des clinicas do doador, da
presenca ou nao de reacdes devido a incompatibilidade dos antigenos de
histocompatibilidade, da natureza e duragcdo da quimioterapia e do regime de
imunossupressao utilizada. Nestes pacientes a doenca se apresenta com sinais de sindrome
de mononucleose sendo que o achado principal € febre de duracdo varidvel. Em ordem de
freqiiéncia podem ser observados: hepatomegalia, esplenomegalia, mialgia e/ou artralgia,
elevacdes dos marcadores hepdticos e linfocitose. Linfdcitos atipicos sdo menos evidentes
nesses pacientes e, particularmente, devido a imunossupressdo, leucopenia ocorre mais

freqiientemente que leucocitose, juntamente com anemia e trombocitopenia. Apds a

sindrome da mononucleose, a pneumonia por HCMV ¢ a mais freqiiente manifestacdo em
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pacientes imunossuprimidos, principalmente em transplantados de medula 6ssea. A
infec¢do concomitante por fungos, bactérias gram-negativas e/ou Pneumocystis carinii é
comum. Hepatite com hepatomegalia, anormalidades de testes de funcdo hepatica e
ictericia sdo observados em 7 a 16% de transplantes renais. Coriorretinite secunddria ao
HCMV ¢é outra entidade clinica cuja freqiiéncia tem aumentado em pacientes
imunossuprimidos, especialmente nos portadores de AIDS. O trato gastrointestinal vem
cada vez mais sendo atingido pelo HCMYV, principalmente nos pacientes com AIDS. O
cOlon é o local mais freqiientemente acometido, seguido pelo esdfago, reto e intestino
delgado. As manifestacdes clinicas no trato gastrointestinal dependem do nivel e grau de
acometimento do 6rgdo, bem como da ocorréncia ou nao de infec¢des concomitantes ou

tumores (GRUNDY, 1990).

A pneumonia por citomegalovirus tem sido uma das mais importantes infecgdes
oportunistas nos hospedeiros imunocomprometidos. A doenga € particularmente grave em
receptores de transplantes alogénicos de medula dssea (LJUNGMAN, 1995). Nos anos
oitenta, foi considerado o maior problema infeccioso nestes pacientes porque foi observada
uma mortalidade maior do que 80% mesmo apés a introdug¢do do ganciclovir, o primeiro
antiviral com boa atividade contra o citomegalovirus in vitro e in Vvivo

(SHEEP et al., 1985).

Atualmente, o tratamento da pneumonia intersticial pelo HCMV compreende o
uso de ganciclovir e imunoglobulina endovenosa. Mesmo com este tratamento, uma vez
instalada a pneumonia, pouco mais de metade dos casos poderdo ser curados (LJUNGMAN
& EINSELE, 1994). Em contraste ao ganciclovir que é fornecido pelo Ministério da Satide
no Brasil e estd disponivel a todos os pacientes com doenca por HCMV, o governo nao
oferece subsidios para a aquisi¢do de imunoglobulina endovenosa (IgIV-HCMV) e seu alto
custo tem sido limitado e o uso € restrito a um pequeno nimero de pacientes (MACHADO

et al., 2000).
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1.8- Infeccao por HCMYV em Pacientes Transplantados Pediatricos

Infec¢do por HCMV € um dos maiores problemas ap6s o transplante de 6rgaos
sOlidos, especialmente em criangas, em que a infec¢cdo primdria € mais comum do que em

adulto. (KULLBERG et al, 2003).

Como as criancas t€ém uma menor tendéncia para desenvolver GVHD
(doenca do enxerto contra o hospedeiro) comparadas com os adultos, e por causa da
imunodeficiéncia depois do transplante de células progenitoras em criancas ser menos
pronunciada e de menor duracdo, uma menor frequencia de doenca por HCMV ¢ esperada

comparada com pacientes adultos (HAASTRUP et al., 2005).

Mir et al. diagnosticaram infec¢do ativa em 20,8% dos pacientes pedidtricos
transplantados renais IgG positivos e doadores também soropositivos. O tempo médio do
diagnéstico da infec¢do ativa por HCMV ocorreu apds 2 meses ao transplante. Os pacientes
que apresentaram infeccdo ativa por HCMV fizeram tratamento com ganciclovir bem
sucedido. Nenhum desses pacientes foi a 6bito ou perdeu o enxerto como resultado da

infeccao (MIR et al., 2005).

Nos transplantados de medula Ossea com soroprevaléncia similar (21%
soronegativos e 22% sorpositivos) a infec¢do ativa por HCMV ocorreu em 21,8% (apenas
8% eram soronegativos) dos pacientes. Para diminuir o risco de infec¢do por HCMV, 30%
dos pacientes receberam o enxerto de doadores soronegativos para HCMV. A doenca por
HCMYV ocorreu em 12,5% dos pacientes com infec¢ao ativa. A pneumonite ocorreu em
todos os pacientes que desenvolveram doenca por HCMV e problemas gastrointestinais
ocorreu apenas em 4% desses pacientes. O tempo médio do aparecimento da infeccao foi
de 58 dias apds o transplante. O tratamento com ganciclovir foi em geral bem tolerado e

eficaz. (HAASTRUP, 2005).
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1.9- Diagnostico Laboratorial de Infeccao Ativa por HCMV
1.9.1- Métodos Convencionais

Os métodos convencionais para a deteccdo da infeccdo ativa pelo HCMV
incluem exame direto de amostras por microscopia eletronica, identificacao de células com
corpusculos de inclusdo caracteristicos, cultura viral e sorologia (PREISER et al., 2001;

PANUTTI, 2001).

1.9.1.1- Microscopia Eletronica

A vantagem deste método € sua rapidez, pois pode dar um resultado positivo
em 15 a 30 minutos, além de se poderem examinar materiais eventualmente contaminados
por fungos ou bactérias, que ndo sio apropriados para isolamento viral. Contudo, além de
necessitar de equipamento sofisticado e pessoal altamente treinado, tem uma sensibilidade
relativamente baixa, s6 detectando HCMV em amostras que tenham altas concentragcdes

virais. Ndo € um exame usado na rotina (PANUTTI, 2001).

1.9.1.2- Exames Histopatoldgicos e Citolégicos

A infeccdo pelo HCMV acarreta, in vivo, a formacdo de células grandes, com
inclusdes intranucleares (eventualmente intra-citoplasmadticas) que s@o caracteristicas e
podem ser facilmente visualizadas quando coradas com hematoxilina-eosina, Papanicolau,
ou Giemsa. As células de inclusdo citomegdlicas podem ser demonstradas em fragmentos
de tecidos (figado, rim, pulmdo, etc.), em sedimento urindrio, lavado géstrico e
broncoalveolar e outros materiais. Quando presentes t€ém grande valor diagndstico. As
grandes vantagens desta técnica s@o sua simplicidade, rapidez e baixo custo, podendo ser
executada em qualquer laboratério. Contudo, a alta incidéncia de falsos resultados
negativos limita muito seu uso e por isso deve ser complementada com técnicas mais
sensiveis (HODINKA & FRIEDMAN, 1991; SUASSUNA & MACHADO, 1992;
PANUTTI, 2001).
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1.9.1.3- Isolamento Viral por Cultura Classica

O HCMV pode ser isolado de materiais bioldgicos variados: urina, saliva,
secrecOes cervicais, s€men, leite, sangue, lavado e aspirado de 6rgdos e homogenados de
tecidos solidos. Por ser um virus ldbil, o material colhido deve ser processado
imediatamente. Caso haja necessidade de conservacdo ou transporte, € aceitdvel uma
temperatura em torno de 4°C procurando-se evitar o congelamento. Independentemente do

material clinico, o isolamento do HCMYV em cultura é demorado (COSTA, 1999).

O diagnéstico cldssico utilizado para demonstrar infec¢do ativa por HCMV € a
inoculag¢do do material suspeito em cultura de fibroblastos humanos, inica linhagem celular
que permite sua replicacdo “in vitro”. Porém, além da complexidade envolvida com os
métodos de cultura celular, a lenta replicacdo do virus faz com que seja necessdrio um
periodo minimo de 25 dias para o resultado final (WELLER, 1971; WELLER et al., 1962;
PANNUTI, 1984).

1.9.1.4- Métodos Sorologicos

Os métodos soroldgicos detectam anticorpos IgM e I1gG contra o HCMV e sdo
importantes na identificacdo da fase da infeccio (CHOU, 1990), porém apresentam
algumas limita¢cdes importantes, sendo essas: pacientes imunossuprimidos podem
apresentar infeccdo grave e, dependendo do grau de imunossupressio, podem ser
encontrados resultados falso-negativos. Além disso, a detec¢do por métodos sorolégicos
nunca € precoce € necessita muitas vezes de acompanhamento com exames periddicos para
definicdo diagndstica. Mais recentemente tém sido utilizados testes imunoenzimaticos
(ELISA) com anticorpos monoclonais para a detec¢do de particulas virais na urina ou soro

(MCKEATING et al., 1985).

1.9.2- Métodos Modernos

A introducdo de testes laboratoriais rdpidos e precoces tem permitido aos
clinicos detectar a replicacdo viral e diagnosticar, portanto, a infec¢do ativa por HCMV

antes do inicio da doenca. Isso proporciona a oportunidade de iniciar o tratamento antiviral
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precocemente (SIA & PATEL, 2000). Essa entdo chamada terapia precoce (“pre-emptive
therapy”) é definida como tratamento altamente efetivo administrado por um curto periodo,

em individuos que estdio com um alto risco de desenvolver doenga por HCMV

(RUBIN, 1991).

O diagnéstico precoce da infeccdo por HCMV pode ser realizado por:
imunocitoquimica de fibroblastos humanos infectados, o DEAFF (detection of early
antigen fluorescent foci) ou “shell vial” (GRIFFITHS et al., 1984); a expressdo da
fosfoproteina de 65 kDa (pp65) da matriz do HCMV em leucécitos do sangue periférico,
entdo chamado antigenemia (VAN DER BlJ et al., 1988a, VAN DER BIJ ef al., 1988b), a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para amplificacdo de seqii€éncias de dcidos nucléicos
virais (DEMLER, 1988; SHIBATTA, 1988; JIWA et al., 1989; EINSELE et al., 1995) e
outros métodos moleculares, tais como a PCR quantitativa (COBAS), Nuclisens pp67

Nasba, Captura hibrida (RECOMENDATIONS OF CDC, 2000).

1.9.2.1- Técnica da “Shell Vial” ou cultura com isolamento rdpido

Esta técnica consiste basicamente em um isolamento viral cldssico, em que
diferentes materiais clinicos sdo inoculados em placas contendo laminulas (‘“shell-vials™)
com monocamadas de fibroblastos humanos em cultura. Contudo, para se evitar a espera
de até quatro semanas para aparecimento do efeito citopdtico caracteristico do HCMYV,
adiciona-se a estas laminulas, a intervalos de 24, 48 e 72 horas, uma mistura de anticorpos
monoclonais contra diferentes antigenos do virus, sendo a revelacdo feita através de
técnicas de imunofluorescéncia. Este método detecta antigenos virais na superficie das
células infectadas in vitro e apresenta especificidade similar ao da cultura convencional,

porém, mais sensivel e rdpido (RAWLINSON, 1999). (Figura 4)
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Figura 4 - Cultura com isolamento rapido, fixado e corado 16 horas apds inoculagdo,

mostrando proteinas virais no nicleo de fibroblastos humanos infectados.

1.9.2.2- Detec¢do do antigeno pp65 do HCMV em sangue periférico

(antigenemia)

O método da antigenemia tem sido considerado um grande avango no
diagnéstico da infec¢do por HCMV em transplantes de 6rgdos. A presenca de antigenemia
em leucdcitos do sangue periférico proporciona um marcador precoce de infecg¢do ativa
pelo HCMYV e € um teste rapido (VAN DER BERG et al., 1991). Esse método depende do
uso de anticorpos monoclonais que detectam o antigeno viral pp65, uma proteina estrutural

expressa nos leucdcitos do sangue durante a fase precoce do ciclo de replicagio do HCMV.

Este teste € limitado a deteccdo de antigenos virais nos leucocitos. O resultado
ndo € somente qualitativo, mas € também quantitativo, correlacionando a viremia com a

gravidade da doenca clinica (LO et al., 1997, NIUBO et al., 1996; THE et al., 1992).

O teste de antigenemia consiste de vdérias fases incluindo o isolamento dos
leucécitos do sangue periférico pela sedimentacdo com dextran, lise direta de leucdcitos,
preparacdo de laminas microscOpicas, imunocoloragdo com o uso de anticorpos

monoclonais (C10 e C11) contra o HCMYV, avaliacao microscpica e contagem quantitativa
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(ERICE et al., 1995; HO et al., 1998; THE et al., 1995; THE et al., 1990). As laminas
citocentrifugadas cont€m um dado numero de células que sdo preparadas por centrifugagcao
com um sobrenadante rico em leucdcitos. A fixacdo das laminas € feita ou com acetona ou

formaldeido; resultados superiores foram obtidos com a fixagdo com formaldeido

(BOECKH et al., 1994; GERNA et al., 1992; THE et al., 1992).

A imunodeteccao do antigeno do HCMV ¢€ possivel através dos métodos de

imunoperoxidase indireta ou imunofluorescéncia indireta (THE et al., 1995).

Em 1988, Win Van der Bij, acreditava que diagndsticos rdpidos de infeccao
ativa por HCMV eram de grande importancia para evitar o excesso de tratamento com
drogas imunossupressoras (em receptores de transplantes) e guiar a terapia antiviral. A
demonstragdo do HCMV em amostras de sangue € particularmente importante porque a
viremia por HCMV € considerada um marcador de infec¢do ativa e tem demonstrado boa
correlacdo com doenca grave. A deteccdo do antigeno de HCMV em leucdcitos do sangue
periférico (antigenemia) tem sido demonstrada como uma técnica rapida (5 horas) e

sensivel na detec¢cdo de HCMV (VAN DER BlJ et al., 1988a; THE et al., 1990).

O teste de antigenemia ¢ um método sensivel para a estimativa da carga viral
sisttmica do HCMV. O método é uma boa escolha para laboratérios com baixo a médio
volume de testes, sendo considerado o mais adequado para guiar o inicio da terapia precoce
e para a monitorizagdo da eficdcia do tratamento com ganciclovir (GONDO et al., 1994).
A desvantagem € que a amostra deve ser processada em curto espaco de tempo, sendo
recomendavel até 8 horas apds a coleta para nao haver a diminuicdo da sensibilidade e em
pacientes com grave neutropenia o exame nao pode ser realizado devido a baixa contagem
de granuldcitos. Alternativamente, a PCR para HCMV no plasma ou soro poderd ser
realizada nessa situagdo (SOLANO et al., 2001; BOECKH & BOIVIN, 1998; BOECKH et
al., 1992).

1.9.2.3- Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Com a introducao da amplificacdo de DNA por meio da Reagcdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) (SAIKI et al., 1985), a deteccio do HCMV foi levada a efeito em

amostras contendo pequeno numero de copias do virus (SHIBATA et al, 1988;
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DEMMLER et al., 1988; OLIVE et al., 1989). A amplificacdo génica por PCR permite a
producdo de grandes quantidades de fragmentos especificos de DNA a partir de substratos
complexos € em concentracoes diminutas. Basicamente, este procedimento permite a
amplificacio de um fragmento de DNA escolhido, cuja concentracdo final excede em

milhares de vezes a do DNA presente na amostra analisada (COSTA et al., 1992).

Este procedimento consiste em repetidos ciclos de sintese de DNA por meio de
dois iniciadores (“primers”) com orientagdes opostas, isto €, dois segmentos de
aproximadamente 20 nucleotideos, com seqiiéncias complementares as duas extremidades
do fragmento alvo, e levadas a efeito por reagdo enzimdtica mediada por uma polimerase,
com atividade em altas temperaturas (“7aq polimerase”). Cada ciclo de reagcdo € constituido
por trés fases: separagdo das hélices de DNA a ser amplificado; ligagdo complementar entre
os “primers” e 0 DNA; e sintese do DNA pela Taq polimerase. A orientacdo dos “primers”
faz com que a sintese de DNA ocorra na regido interna entre eles. Assim, o produto da
extensdo de um “primer” € utilizado como substrato para o outro, o que resulta em cada
ciclo, na duplicacdo da quantidade de DNA sintetizada pelo ciclo precedente. Assim, o
nimero de cOpias do fragmento alvo tem um aumento exponencial, o que faculta no final
de 30 ciclos um aumento na ordem de 10° cpias, partindo-se de uma tnica molécula

(SAIKI et al., 1985; SHIBATA et al., 1988) (Figura 5).

A PCR € um método rapido (4-6 horas), especifico e extremamente sensivel,
porém, devido a sua alta sensibilidade, os principais problemas sdo os falso-positivos
resultantes da contaminagdo na execucdo do teste. Resultados falso-negativos podem ser
causados pela variabilidade genética das cepas do HCMV ou pela presenca de inibidores
(THE et al., 1992). Uma importante vantagem da PCR em relacdo a antigenemia (pp65) €
que as amostras podem ser estocadas em temperatura ambiente por mais de 72 horas sem

uma diminui¢do significante nos niveis de DNA (ROBERTS et al., 1997).

O aumento da especificidade e sensibilidade da PCR foram alcancados pela
“Nested-PCR”, onde o produto da primeira PCR, amplificada com um par de “primers”, é
submetido a nova reagdo de amplificacdo utilizando-se um par de “primers” internos ao
primeiro, sendo o produto entdo detectado por eletroforese em gel de agarose (BRYTTING

etal, 1991).
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Figura 5§ — Esquema representando a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).

1.10- Linhagens de HCMV

As regides do HCMV sao polimérficas. Cépas epidemiologicamente nao-
relacionadas sdo tunicas ao nivel de DNA (SHEEP er al.,1996). Diferencas em genes
funcionais (IE), glicoproteinas do envelope — gB e gH, polimerase, entre outros) podem
existir entre diversas linhagens de HCMYV, influenciando sua capacidade em infectar
linfécitos e células progenitoras hematopoiéticas, podendo ainda influenciar na viruléncia
das linhagens virais (VOGELBERG et al., 1996; HEBART et al., 1997, WINGART et al.,
1998). Estas caracteristicas também foram observadas em ratos (FRIES et al.,1994;

MEYER-KONIG et al., 1998).

As cépas podem ser agrupadas de acordo com as similaridades no DNA e
sequéncia de aminodcidos de certas regides polimérficas do gene (RASMUSSEN et al.,
1997; SHEEP et al., 1998); as variagdes entre elas t€ém sido usadas como marcadores
genéticos em diversos estudos clinicos e consideram sua associagdo com a patogénese viral
(HEBART er al., 1997; TOROK-STORB er al, 1997; RETIERE er al, 1998;
AQUINO et al., 2000).
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Com a introducdo da PCR seguida da andlise de restricdo enziméatica (PCR-
RFLP) do produto amplificado, foi possivel caracterizar a variabilidade genética do virus,
tornando-se uma importante ferramenta para estudos epidemioldgicos (CHOU, 1990;

CHOU & DENNISON, 1992; SOUZA et al., 1995; LASRY et al., 1996).

1.10.1- Glicoproteina B (ULS55)

A glicoproteina B € talvez o componente do envelope viral mais altamente
conservado. E uma proteina essencial para a replicacdo do virus in vitro e in vivo,
importante no processo de adsorcdo na célula hospedeira e disseminacao do virus célula a
célula; ela é também um importante alvo da resposta imune humana que induz a formagao
de anticorpos de neutralizacio (BRITT & MACH, 1996; LASRY et al, 1996;
BONGARTS et al., 1996; ALBEROLA et al., 1998).

Certas regides do gene gB sdo altamente varidveis entre as diferentes cépas de
HCMYV, estando uma delas situada préxima ao sitio de clivagem da protease

(entre os aminodcidos 460 e 461) e estd envolvida no processo de fusdo com a célula

hospedeira (VOGELBERG et al., 1996).

Através de andlises RFLP no gene que codifica a glicoproteina B, foi possivel a
distin¢do de pelo menos 4 genotipos gB (HEBART et al., 1997; TOROK-STORB et al.,
1997). A genotipagem do HCMYV foi também desenvolvida para ser aplicada em estudos
epidemioldgicos, determinando a frequéncia de reinfec¢do ou reativacao viral e ajudando
no entendimento da transmissao viral (AUGUSTYNOWICZ &
DZIERZANOWSKA, 1998).

Mais recentemente, a técnica de SSCP (“Single Strand Comformation
Polymorphism”) tem sido utilizada para a caracterizacio viral, pois é capaz de discriminar,
em fragmentos de DNA do mesmo tamanho, variacio em sua sequéncia. A técnica é
baseada na migracao das fitas de DNA que, quando denaturadas, o padrdao de migragdao em
gel de acrilamida € alterado, em caso de variagdo genética (PALACIO & DURAN-VILA,

1999). Além de fornecer padrdes eletroforéticos conformacionais caracteristicos para os
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subtipos de HCMYV descritos, a SSCP pode permitir a detec¢do de alteragdes na sequéncia
alvo que ndo sdo reconhecidas pela endonuclease de restricdo e que podem originar novas

variantes virais (BINDER et al., 1999; ALBUQUERQUE & COSTA, 2003).

Estudos revelam a prevaléncia de determinados genotipos entre os diferentes
grupos de pacientes imunocomprometidos. TOROK-STORB et al. (1997), descreveu em
seu estudo com transplantados de medula Ossea, a correlacdo dos tipos gB3 e gB4 com
morte por mielossupressdo, e também a associacao destes tipos com um risco reduzido de
GVHD agudo de graus Il e IV (TOROK-STORB et al., 1997). Nesse grupo de pacientes, o
subtipo gB1 foi encontrado mais comumente em pessoas que sobreviveram a infec¢do pelo

HCMYV, com melhor prognéstico (FRIES et al., 1994).

Analisando um grupo de transplantados renais, VOGELBERG et al. (1996),
ndo encontrou diferenca significativa na prevaléncia dos tipos gB1, gB2 e gB3 e os tipos
gB4 e misturas de linhagens foram raramente encontrados. Também ndo observou

diferenca na patogenicidade dos genotipos entre os receptores de rim.

Foi relatado por WADA et al. (1997), diferenca na distribui¢do das linhagens
do HCMV entre ragas. Eles descrevem a prevaléncia da gB2 na populacdo asidtica de
transplantados de medula dssea, enquanto em populacdes caucasianas o subtipo prevalente

foi o gB1.

Um estudo brasileiro revelou a alta prevaléncia, em transplantados renais, de
infec¢do por mais de um genotipo de HCMV durante o seguimento dos pacientes. Além
disso, ndo comprovaram associacdo de genotipos gB com o desenvolvimento de infec¢ao

sintomadtica por esse virus (AQUINO & FIGUEIREDO, 2000).

Nenhum estudo brasileiro de genotipagem do HCMV com pacientes
transplantados pedidtricos exclusivamente foi encontrado na literatura até a conclusao deste
estudo. Utilizamos como parametros estudos em populagdes transplantadas em que estavam

inclusos adultos e criancgas.
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1.11- Agentes antivirais com atividade contra o HCMV

Atualmente, sete terapias antivirais sdo aprovadas pelo FDA (US Food and
Drug Administration) na profilaxia ou terapia contra a infeccdo por HCMV:
Imunoglobulina endovenosa do HCMV, Aciclovir, Valaciclovir, Ganciclovir,
Valganciclovir, Foscarnet e Cidofovir. Os agentes antivirais podem ser administrados
terapeuticamente para doenca por HCMV ou profilaticamente (ex. terapia precoce), quando

o risco de doenca por HCMYV ¢ alto (ex. pacientes transplantados). Entre eles, ressaltamos:

1.11.1- Imunoglobulina endovenosa

Nucleosideos sao os verdadeiros agentes antivirais que agem contra o HCMV,
embora as imunoglobulinas possam produzir algum efeito antiviral, particularmente em
combinagcdo com estes agentes. O uso de imunoglobulina endovenosa € considerado
assunto controverso € em ambos receptores soronegativos ou Soropositivos, o principal
beneficio € provavelmente ndo-especifico devido as diferengas entre as doses e tipos de
imunoglobulinas, estado imunoldgico do doador e receptor, profilaxia da GVHD aguda,

regime de condicionamento e uso de transfusio de granulécitos (GUGLIELMO

etal., 1994).

Imunoglobulina endovenosa € preparada com uma mistura de plasma sanguineo
de adultos selecionados e que possuem altos titulos de anticorpos anti-HCMV

(SAWYER, 2000).

O uso de HCMV-IGIV ou IglV em combina¢do com ganciclovir é considerado
o tratamento de escolha para pneumonia por HCMV diagnosticada em pacientes receptores

de TMO e CPP (NICHOLS & BOECKH, 2000).

1.11.2- Ganciclovir

Ganciclovir € o primeiro agente antiviral que € especifico para o tratamento do
HCMV e ganciclovir endovenoso € geralmente considerado terapia de primeira linha para

doenca por HCMV sintomética.
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Ganciclovir soédico é um nucleosideo aciclico sintético andlogo do 2’-
deoxiguanosina que inibe a replicacdo dos herpesvirus in vivo e in vitro. Difere
estruturalmente do aciclovir por uma tnica cadeia caboxil lateral. Esta alterac@o estrutural
confere a droga aproximadamente 50 vezes mais atividade que o aciclovir contra o HCMV

(MAR et al, 1985).

O nome quimico do ganciclovir é 9-[2-hidroxi-1-(hidroximetil)-etoximetil]
guanina, embora seja mais comumente conhecido como dihidroxipropoximetil guanina
(DHPG) (Figura 6). Ganciclovir tem uma férmula molecular de CoH;3N5O4 € um peso
molecular de 255,23 g/l. Quando formulado como um sal monossddico, ganciclovir tem
uma férmula molecular de CoH,NsNaO4 e um peso molecular de 277,22 g/l (MAR et al.,
1985).
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Figura 6 - Estrutura Quimica do Ganciclovir

Os mecanismos de acdo do ganciclovir foram estudados in vitro em células
humanas infectadas com o HCMV. Embora o completo mecanismo de agcdo ndo esteja
compreendido, foi estabelecido que a capacidade do ganciclovir em inibir a replicagdo viral
€ decorrente de sua inibicdo seletiva na sintese do DNA viral pela forma trifosforilada da
droga. As DNA polimerases das células do hospedeiro sdo consideravelmente menos
sensiveis do que a polimerase viral em relagdo aos efeitos do ganciclovir trifosfato (MAR et
al., 1985; VERHEYDEN, 1988). Acredita-se que a atividade antiviral do ganciclovir-

trifosfato seja o resultado da inibicdo da sintese do DNA viral que ocorre de duas maneiras:
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1) Inibicao competitiva da DNA polimerase viral;

2) Incorporagdo do ganciclovir-trifosfato dentro do DNA viral, resultando

assim na terminacdo do filamento de DNA viral.

Com a deteccdo precoce da infeccdo por HCMV, a terapia precoce com
ganciclovir reduz significativamente o desenvolvimento da doengca por HCMV

(WINSTON et al, 1993).

O ganciclovir pode causar granulocitopenia, trombocitopenia, azoospermia e
elevacdo da creatinina sérica. Pacientes com retinite por HCMV, tratados com ganciclovir
endovenoso por 3 meses apresentam granulocitopenia em 40% dos casos e em 15%
trombocitopenia, que em geral, desaparecem apds descontinuacdo da terapia. A
granulocitopenia devido ao ganciclovir pode ser prevenida com o uso concomitante de fator

estimulador de coldnia de granuldcitos (G-CSF) (CRUMPACKER, 1996).

1.11.3- Foscarnet

Foscarnet (trisodium phosphonoformate) € um andlogo pirofosfato que inibe
reversivelmente e ndo-competitivamente a atividade da polimerase do DNA do HCMV
(BALFOUR, 1990; CHRISP & CLISSOLD, 1991). Foscarnet ndo requer ativacao
intracelular para exercer sua atividade antiviral e ndo é incorporado a cadeia de DNA viral.
Foscarnet bloqueia reversivelmente o sitio de ligacdo da DNA polimerase viral e inibe a
clivagem de pirofosfato para deoxidonucleosideo trifosfato (BALFOUR, 1990; CHRISP &
CLISSOLD, 1991; ERICE, 1999). Foscarnet é o tratamento de primeira linha para retinite

por HCMV quando a terapia com ganciclovir € ineficaz ou nao tolerada.

Em um estudo randomizado, a terapia precoce com Foscarnet foi associada com
disturbios eletroliticos freqiientes. Eletrdlitos no soro foram monitorados durante o
tratamento com Foscarnet, e baixos niveis de eletrélitos encontrados foram corrigidos por
suplementagdo. A eficicia do Foscarnet e do ganciclovir no tratamento precoce da infeccao
ativa por HCMV € similar, mas o ganciclovir estd associado com neutropenia grave

(REUSSER, et al., 2002; SALZBERGER et al., 1997).
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1.11.4- Cidofovir (HPMPC)

Cidofovir ([S]-1-[3-hydroxy-2-phosphonylmethoxypropyl] cytosine) difosfato é
um inibidor competitivo da polimerase do DNA do HCMV. Similarmente ao ganciclovir, a
incorporagdo do cidofovir difosfato dentro do DNA viral causa uma demora e subseqiiente
cessacdo do alongamento da cadeia do DNA do HCMV (DE CLERCQ, 1993; ERICE,
1999). Cidofovir tem sido associado com toxicidade renal moderada, similar ao descrito
para Foscarnet em andlise retrospectiva de experiéncias clinicas realizadas em centros da

Europa (LJUNGMAN et al., 2001).
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2- OBJETIVOS



Sabendo-se da importancia do diagndstico precoce da infec¢do ativa e da
identificacdo das linhagens de HCMV em pacientes transplantados, sua possivel relagdo
com a infectividade e apresentagdo clinica, este trabalho, avaliando dois diferentes tipos de
transplantes pedidtricos atendidos no Hospital de Clinicas da UNICAMP e Centro Infantil

Boldrini, teve como objetivos principais:

I. Diagnosticar e monitorizar, pelas técnicas de antigenemia e PCR, a infeccao
ativa por HCMV em pacientes pedidtricos transplantados de rim ou medula
Ossea em seguimento no Hospital das Clinicas da UNICAMP e no Centro

Infantil Boldrini, Campinas.

II. Determinar a prevaléncia dos subtipos gB do HCMV nos pacientes
estudados com infeccdo ativa pelo HCMYV, através da andlise de restricdao

enzimatica

III.Avaliar retrospectivamente, a relacdo de uma determinada linhagem com o
quadro clinico apresentado, pelos dois grupos de pacientes estudados,

durante a infec¢do ativa e provédvel doenca pelo HCMV.
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3- CASUISTICA



3.1- Diagnéstico de infeccao ativa por HCMV

Foram estudados prospectivamente, 42 pacientes pedridtricos, submetidos a
transplantes de células tronco hematopoéticas (TCTH) ou transplante renal (Tx renal),
acompanhados no Centro Infantil Boldrini e no Hospital das Clinicas da UNICAMP,
respectivamente. Destes, 19 sdo receptores de rim e os outros 23 receptores de medula
Ossea. A tabela 1 mostra os pacientes estudados por grupo, idade, sexo, doenca de base e
tipo de transplante. De maneira geral, a idade dos pacientes seguidos variaram de 2 a 18

anos (mediana 11anos), 26 deles pertenciam ao sexo masculino e 16 ao sexo feminino.

Entre os transplantados de células tronco hematopoéticas, 9/23 (39%)

receberam transplante tipo autélogo e 14/23 (61%) tipo alogénico.

Para todos os pacientes incluidos neste estudo foi feito o termo de
consentimento livre e esclarecido (anexo I) assinado pelos responsdveis, sendo este
aprovado pelo “Comité de Etica em Pesquisa”, bem como o projeto para esta pesquisa

(anexo II).

A monitorizagdo iniciou-se a partir do dia zero do transplante até 150 dias apds
0 mesmo, semanalmente, no periodo compreendido entre agosto de 2004 a dezembro de

2005.

Foram coletadas amostras de sangue em tubos contendo como anticoagulante
EDTA de todos os pacientes submetidos ao transplante durante o periodo acima citado,

para a realizacdo da antigenamia e Nested-PCR.

Durante o estudo foi feita uma ficha de acompanhamento dos pacientes (anexo

III e VI) com dados clinicos pré e pos transplante obtidos dos prontudrios médicos.

3.2- Genotipagem

Foram incluidos no estudo de determinag¢do das linhagens de HCMV, 20
pacientes pedidtricos, 5 receptores de TCTH e 15 receptores de rim que apresentaram
infeccdo ativa pelo HCMV durante o nosso estudo. Foi realizada a genotipagem de 1
amostra positiva de cada paciente com infec¢do ativa por HCMV, sendo que para os

pacientes que apresentaram recorréncia da infec¢do durante o periodo do estudo foram
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realizadas genotipagem de 2 amostras deste paciente, 1 amostra de cada periodo de
infeccao ativa, isso para que fosse possivel distinguir essa recorréncia em reativacao viral

ou reinfec¢do.
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Tabela 1- Caracteristicas gerais (sexo, idade, doenca de base e tipo de transplante) dos

transplantados pediatricos participantes do estudo.

Paciente N° Sexo Idade (anos) Doenca de base  Tipo de transplante
Tx renal
01 F 16 SN DC
02 M 16 IRC DC
03 F 13 IRC DC
04 M 15 HR DC
05 M 11 IRC DC
06 F 17 DIR DC
07 M 11 IRC DC
08 M 14 IRC DC
09 F 11 IRC DR
10 M 11 IRC DC
11 M 10 IRC DC
12 F 15 IRC DR
13 M 18 IRC DC
14 F 8 IRC DC
15 M 5 IRC DR
16 M 11 IRC DC
Paciente N° Sexo Idade (anos) Doenca de base  Tipo de transplante
17 F 10 IRC DC
18 F 15 IRC DR
19 F 9 IRC DC
TCTH
20 M 14 LMA Autélogo
21 M 14 LMA Alogénico
22 F 15 LH Autdlogo
23 M 16 LMA Alogénico
24 M 18 LMA Autdlogo
25 F 12 LMA Autdlogo
26 M 13 LH Autélogo
27 M 3 LH Autdlogo
28 M 8 LMC Alogénico
29 F 8 SG Alogénico
30 M 18 LH Autélogo
31 M 18 LH Alogénico
32 M 5 AAG Alogénico
33 M 2 LMA Alogénico
34 M 2 LMA Alogénico
35 M 2 LMA Alogénico
36 M 18 LH Autdlogo
37 F 15 LH Autdlogo
38 F 12 AAG Alogénico
39 M 18 LMA Alogénico
40 M 10 AAG Alogénico
41 F 11 LMA Alogénico
42 F 4 LMA Alogénico

TCTH: transplante de células tronco hematopoéticas; TxR:transplante renal; M:masculino F: feminino; SN:
Sindrome Nefrética; IRC: Insuficiéncia Renal Cronica; DIR:Displasia renal; HR:Hipoplasia Renal DC:
Doador Cadaver; DR: Doador Relacionado; LMA:Leucemia Miel6ide Aguda; LH: Linfoma Hodgkin; LMC:

Leucemia Miel6ide Cronica; SC: Sarcoma Granulocitico AAG:Aplasia de Medula Grave.
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4- METODOS



No controle dos pacientes de risco para doenca pelo HCMV, é importante a
utilizacdo de técnicas rapidas e sensiveis de diagndstico precoce de infeccdo ativa por

HCMV. Neste estudo, foram realizadas as seguintes técnicas:

¢ Antigenemia para deteccdo e quantificacdo do antigeno pp65 do HCMV, no

sangue periférico;

¢ Reacdo em cadeia da polimerase tipo “Nested”, para detec¢do de DNA do

HCMV, no sangue periférico;

+¢ Identificacdo das linhagens de HCMV das amostras HCMV positivas por

“Nested PCR” com posterior andlise por enzimas de restri¢ao.

4.1- Antigenemia - Deteccao do antigeno pp65 do HCMV em neutroéfilos do sangue

periférico.

A deteccdo do antigeno pp65 foi realizada de acordo com o método descrito por
Van der Bij et al., 1988; Van der Bij et al., 1989; Jiwa et al., 1989 e Boeckh, 1992, com

algumas modificacoes:

4.1.1- Extracdo de leucdcitos polimorfonucleares do sangue Periférico

As amostras de sangue foram coletadas em tubos contendo como
anticoagulante EDTA, encaminhadas e processadas no prazo de até 6 horas apds a coleta.
Foram coletados de 5 a 10 ml de sangue. Este material foi transferido para tubos de plastico
de 15 ml (tipo Falcon). Os leucdcitos foram separados pela sedimentagdo com dextran a 5%
diluido em PBS, pH 7.4 (sangue/dextran na propor¢do 4:1); homogeneizado gentilmente
por inversdo e colocado em estante inclinada para tubos em angulo de 45 graus por 30
minutos em estufa a temperatura de 37°C. Usando Pipeta tipo Pasteur, o sobrenadante rico
em leucdcitos polimorfonucleares foi transferido para outro tubo de pléastico de 15 ml e

centrifugado 10 minutos a 1200 rpm. A seguir, o sobrenadante foi desprezado e o
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sedimento celular foi agitado no vértex vigorosamente. Para remocao das células vermelhas
persistentes, o sedimento celular foi suspenso em 10 ml da solu¢io de cloreto de amonio
gelado, pH 7.4, homogeneizado e mantido em temperatura de 4°C por 10 minutos, seguido
de centrifugacdo a 1200 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi desprezado novamente e o
sedimento celular foi lavado com PBS e centrifugado 10 minutos a 1200 rpm, mais 2 ou 3
vezes. O sedimento celular foi entdo ressuspendido em 200 pl a 1000 pl de PBS;
dependendo da quantidade de leucdcitos (apds transplante, a contagem de células brancas

pode ser muito baixa, sendo necessdrio a ressuspensdao em 200 pl).

4.1.2- Preparacdo das laminas

Os leucocitos foram contados em camara de Neubauer e para cada amostra
preparou-se uma suspensdo com 1,5 a 2 x 10° células/ml. 100 pl desta suspensdao foram
colocados no interior do citofunil e em seguida centrifugados em citocentrifuga (Marca
Revan — modelo Citociclo) por 5 minutos a 970 rpm ; as laminas foram feitas em duplicata.
A seguir, as laminas foram secas, fixadas com CMV PO™ kit (Reagente C - IQ Products)
por 10 minutos, lavadas 3 vezes com PBS e permeabilizadas com CMV PO™ kit
(Reagente D - IQ Products) por 5 minutos. Apds nova lavagem, as laminas foram
novamente secas, embrulhadas em papel manteiga e papel aluminio e estocadas a

temperatura de - 80° C, até o momento da revelagdo.

Apo6s a preparacdo das laminas, o precipitado de leucdcitos remanescente foi

utilizado para o teste da Nested PCR.

4.1.3- Coloragdo das laminas

As laminas foram desembrulhadas, secas e a drea da reacdo delimitada com
esmalte. O anticorpo monoclonal utilizado foi o CLONAB HCMV do laboratério
BIOTEST AG (Dreieck-W. - Germany), contendo uma combina¢do de anticorpos

monoclonais C-10 e C-11, que reconhecem o antigeno pp65 do HCMV. Apdés a secagem do
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esmalte, as 1aminas foram rinsadas com PBS e escorridas. A seguir, foram aplicados 35 ul
de monoclonal diluido 1:10 em PBS por drea de reacdo e incubado em camara umida a
temperatura ambiente por 45 minutos. A drea de reagdo a partir deste ponto ndo pode secar.
A seguir, as laminas foram lavadas 3 vezes, 5 minutos cada, com PBS. O conjugado
utilizado foi o anti-mouse (Horse Radish Peroxidase labeled goat anti-mouse IgG) do
laboratério BIOTEST AG. Foi aplicado 35 pl do conjugado “anti-mouse peroxidase”
diluido 1:80 em PBS na drea da reacdo. Entdo, as ldminas foram incubadas a temperatura
ambiente em camara Umida por 30 minutos e apds, lavadas por 3 vezes com PBS, 5
minutos para cada lavagem. Apds as lavagens, as laminas foram cobertas com a solugdo de
AEC (amino-etil-carbazol - Sigma), recém-preparada (20 mg de AEC dissolvida em 5 ml
de dimetilformamida - Sigma e em 100 ml de tampao acetato de sodio 0,1 M, pH 4.9) e
adicionado 50 pl de H,O; a 30%. As laminas foram deixadas na solu¢do de AEC, no
escuro, por 8 minutos, a temperatura ambiente. A seguir, foram lavadas por 10 minutos
com tampao acetato de sédio 0.1 M, pH 4.9. Finalmente, lavadas 3 vezes com PBS, 1
minuto, 2 minutos, 5 minutos e coradas com hematoxilina de Mayer, marca MERCK,
(na diluicdo 1:10), por 20 a 30 segundos, rinsadas com d4gua destilada até eliminar todo o

corante e montadas com glicerina tamponada.

4.1.4- Leitura e interpretacdo das 1aminas

Para a leitura das laminas (Figura7) foi utilizado um microscépio Optico, marca

Nikon, aumento de 40 vezes e foram observadas:

« Células HCMYV antigeno pp65 positivas: identificadas pela coloragio
marrom caracteristica, nuclear ou perinuclear, principalmente em leucdcitos

polimorfonucleares; ocasionalmente em mondcitos.
¢ Células HCMYV antigeno pp65 negativas: nicleo azul

Controles positivos foram utilizados em todas as reacdes e consistia de laminas
congeladas de um ou mais pacientes com antigenemia sabidamente positiva ou controles

comerciais (fibroblastos fetais humanos infectados com HCMV).
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Célula positiva

v

Célula negativa

v

Figura 7-Reacio de imunoperoxidase (antigenemia). Células antigenos-positivas pp65
do HCMYV, identificadas pela coloracdo castanho-avermelhada nuclear ou
perinuclear em leucdcitos polimorfonucleares; Células negativas — nucleo azul.
Os leucdcitos foram preparados em laminas microscopicas, fixadas com

paraformaldeido/NP40 e submetidos a coloracdo com imunoperoxidase com a

utilizacdo dos anticorpos monoclonais C10/C11.

4.2- Reacio em Cadeia da Polimerase Tipo Nested PCR
4.2.1-Extracdo de DNA

A extracdo do DNA gendmico de leucdcitos foi realizada a partir do precipitado

de leucdcitos extraidos com Dextran 5%, anteriormente descrito.

4.2.1.1- Lise de Leucécitos

Ao precipitado de leucdcitos foi adicionada uma solugdo de NaOH 50mM e
icubado por 20minutos a 100°C. Posteriormente foi adicionada uma solu¢do de Tris HCIl
(pH 7,5) e centrifugado por 5 minutos para formacao do precipitado de restos celulares. O

sobrenadante foi transferido para outro eppendorf estéril.
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4.2.2- Amplificagao Génica do HCMYV pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
4.2.2.1- Condicdes da reacdo

A Reacdo em Cadeia da Polimerase seguiu o método descrito por Saiki et al.
(SAIKI et al., 1985; SHIBATA et al., 1988; DEMMLER et al., 1988), com algumas
modificagdes. A orientacdo dos “primers” faz com que a sintese do DNA ocorra na regiao
interna entre eles. Desse modo, o produto da extensdo de um “primer” € utilizado como
substrato para o outro, o que resulta em cada ciclo, na duplicagdo da quantidade de DNA
sintetizada no ciclo precedente. Assim, o nimero de cdpias do fragmento alvo tem um
aumento exponencial, o que faculta no final de 30 ciclos um aumento da ordem de 10°

coOpias, partindo-se de uma unica célula (SAIKI et al., 1985).

Cada reacao de amplificacdo utilizou 0,5 a 0,7 ul do DNA (obtido pelo método
de extracdo de DNA anteriormente descrito) em volume total de 20 ul, contendo 50 mM de
cloreto de potdssio, 10 mM de Tris (pH 8.4), 2,5 mM de cloreto de magnésio, 0,1 mM de
cada “primer” MIE 4 e MIE 5 (Tabela 4 — ver sequéncia de nucleotideos), 200 mM da
mistura desoxirribunucleotideo (dATP, dCTP, dGTP e dTTP) e 1 unidades de Tag DNA

polimerase.

Foram complementados 30 ciclos de amplificacdo para cada amostra e cada
ciclo foi constituido de 3 etapas: a) separacdo das hélices de DNA por aquecimento a 94° C
durante 1 minuto; b) ligacdo complementar entre os “primers” e o DNA em temperatura de
55° C por 1 minuto (anelamento) e c) sintese do DNA pela Taq polimerase, em temperatura

de 72° C por 1 minuto (extensao).

Os ciclos foram realizados automaticamente em equipamento apropriado

(“DNA Thermal Cycler” - Perkin Elmer Cetus, Norwalk, Conn, EUA).

4.2.2.1.1. Iniciadores (“primers”) externos

Foram usados dois iniciadores que flanqueiam uma regido conservada nas

diversas cepas de virus HCMV, nao amplificando DNA de outros herpes-virus (Tabela 2).
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Tabela 2 - Seqiiéncia dos primers externos que flanqueiam uma regido conservada do

genoma do HCMV, utilizados na PCR.

Primers externos * Seqiiéncia Sentido
MIE 4 CCA AGC GGC CTC TGA TAA CCA AGCC “sense”
MIE 5 CAG CAC CAT CCT CCT CTT CCT CTG G “antisense”

*MIE = Principal antigeno imediatamente precoce - Human cytomegalovirus (Towne) major immediate-early

antigen (MIE) gene, exon 4. (GeneBank HSSMIE4).

§ Expresso como nimero de nucleotideos. Os nucleotideos sdo numerados seqiiencialmente dentro de cada

gene.

O par de primers denominados primers MIE, amplificam uma seqiiéncia de 435
pares de base do DNA do HCMYV que codifica uma por¢do do antigeno “major immediate-
early” (MIE) do HCMV (cepa Towne). A porcdao do gene MIE que é amplificado esta
contido no exon 4 deste gene (DEMMLER, 1988).

4.2.3- Reamplificacao do genoma do HCMV pela NESTED PCR

Utilizando-se do mesmo método descrito acima, uma aliquota do DNA
amplificado na primeira reag¢do foi reamplificado utilizando um par de “primers” interno

(Tabela 3).

Tabela 3 - Seqiiéncia de primers internos que flanqueiam uma regido conservada do

genoma do HCMYV utilizados na nested PCR.

Primer interno * Seqiiéncia Sentido
IE1 CCA CCC GTG GTG CCA GCT CC “sense”
IE 2 CCC GCT CCT CCT GAG CACCC  “antisense”

* ]E = antigeno imediatamente precoce - Human cytomegalovirus (Towne) immediate-early antigen (IE)

gene, exon 4. (GeneBank HSSMIE4).

§ Expresso como nimero de nucleotideos. Os nucleotideos sdo numerados seqiiencialmente dentro de cada

gene.
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O par de primers denominados primers IE, amplificam uma seqiiéncia de 159
pares de base do DNA do HCMV (Figura 8) que codifica uma por¢cdo do antigeno
“immediate-early” (IE) do HCMV (cepa Towne). A por¢do do gene IE que é amplificado
estd contido no exon 4 deste gene. (STENBERG e al, 1984)

As condi¢des da reac@o foram as mesmas utilizadas para fazer a primeira reacao

de amplificacdo (PCR).

Para controle interno da reacao de PCR foi feita uma PCR para amplifica¢do do
gene da Beta-Globina, identificando a presenca de DNA nas amostras analisadas, para
eliminar resultados falso-negativos por esse motivo. Os primers utilizados para flaquear

essa regido estao descritos a baixo na tabela 4.

Tabela 4 — Seqiiéncia de primers que flanqueiam uma regido conservada do gene da Beta-

Globina utilizados na PCR:

Primer Sequéncias (5'> 3')
PCO3 ACACAACTGTGTTCACTAGC
PCO4 CAACTTCATCCACGTTTCACC

Quarenta ciclos de amplificacdo foram realizados automaticamente em
equipamento apropriado (“DNA Thermal Cycler’-MJ,EUA). Os ciclos foram precedidos
por um periodo de desnaturagdo inicial a 94°C por 7 minutos, para inativacao de qualquer
atividade de proteases que poderia interferir com a reagdo enzimatica e, apds o ultimo ciclo,

o periodo de extensdo final (72°C) foi de 7 minutos.
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™
e Desnaturacdo: 94°C — 1 minuto;

e Anelamento: 55°C — 1 minutos; 40 vezes

e Extensido: 72°C — 1 minuto.

—— 159Db

Fig. 8- Andlise direta do fragmento amplificado, apds eletroforese em gel de agarose 2%.
Linha 1 — Marcador de peso molecular (ladder de 100 pb — GIBCO BRL); Linha 2
— controle positivo (cepa AD169 do HCMV); linha 3 — controle negativo; linhas 4
e5 — amostras de DNA de sangue positivas para o gene da Beta-Globina (controle
interno da reacdo) e negativas para o HCMV; linha 6 — amostras de DNA de
sangue positiva para o gene da Beta-Globina e para o HCMV; linha 7 — controle

positivo (cepa AD 169 do HCMV).
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4.2.4- Cuidados especiais utilizados para se evitar contaminag¢io das amostras durante

areacao da PCR.

Afim de se eliminar problemas de contamina¢do das reagdes, o que poderia

ocasionar resultados falso-positivos, foram tomados os seguintes cuidados:

*+ As amostras a serem amplificadas foram manipuladas em salas diferentes

(sala pré-PCR) de onde a amplificagdo foi feita (sala pds-PCR);

¢ Todos os reagentes e materiais pré-PCR e p6s-PCR foram preparados e

utilizados em ambientes diferentes;

« Antes da abertura dos tubos de microcentrifuga foi efetuada rdpida
centrifugacdo para concentrar o liquido contido no tubo na regiao inferior e

evitar sua dispersao por evaporacao.

¢ Todo material plastico (ponteiras e tubos plasticos para PCR) utilizado foi

novo e ndo autoclavado;

¢ Trocas constantes de luvas foram feitas durante todo o procedimento.

4.3- Identificacao das linhagens de HCMV:

A identifica¢do das diferentes cépas do HCMV foi feita a partir do DNA de
pacientes que apresentaram antigenemia e/ou 2 “Nested PCR” consecutivos positivos para

aregido IE do virus.

4.3.1- Condigdes da reagao:

Para primeira reagdo utilizamos 0,7 ul da amostra HCMV positiva para um
volume total de 20,0 pl da reagdo. Foram adicionados 10% do volume total da reacio de

Tampao 10X (50 mM de cloreto de potdssio, 10 mM de Tris-HCI (pH 8.4)), 2,0 mM de
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cloreto de magnésio, 120 nmol dos “primers” gB 1319 e gB 1659 (Tabela 5), 200 mM de
cada desoxirribunucleotideo (dATP, dCTP, dGTP e dTTP) e 0,02 unidade de Tag DNA

polimerase.

Tabela 5- Sequéncia dos “primers” utilizados para a amplificagao das glicoproteinas gB do

HCMV.

*QO “primer” gB 1319 foi utilizado para as duas reagdes.

Nome Sequéncia Sentido Tipo (“primer”)
¢gB 1319 5'TGGAACT GGAACGTTT GGC3' “sense” Externo e Interno
gB 1659 5'GCACCTTGACGCTGGTTTGG3' “antisense” Externo
gB 1604 5'GAAACGCGCGGCAATCGG3 “antiense” Interno

Os “primers” gB 1319 e gB 1604 foram descritos por CHOU, 1990; gB 1659
por VOGELBERG et al., 1996.

Para a primeira reacao, trinta e cinco ciclos foram realizados automaticamente
em equipamento apropriado (“DNA Thermal Cycler’-MJ,EUA). Os ciclos foram
precedidos por um periodo de desnaturagdo inicial a 95°C durante 5 minutos e no final, 7

minutos a 72°C para a extensao final.
O ciclo de amplificag@o para a primeira reacdo compreendeu:
e Desnaturacio: 94° C — 30 segundos
e Anelamento: 55° C — 45 segundos 35 vezes
e Extensdo: 72° C — 1 minuto

Na etapa seguinte mantivemos a concentracdo dos reagentes para um volume
total de reacdo de 40,0 ul (volume necessdrio para a continuidade do procedimento —
andlise de restri¢do). Nesse caso adicionamos 1,4 ul da primeira PCR como molde e o par

de “primers” usado foi gB 1319 e gB 1604.
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O ciclo da “Nested PCR” para a gB foi o seguinte:
e Desnaturacdo: 94°C - 30 segundos;
e Anelamento: 60°C - 30 segundos; 35 vezes

e Extensdo: 72°C - 1 minuto.

4.3.2- Deteccao

Cerca de 6,0 ul do produto amplificado foi submetido a eletroforese em gel de
agarose a 2,0% corado com brometo de etidio, visualizado sob luz ultravioleta e

fotografado em sistema Polaroyd.

4.3.3- Andlise do fragmento amplificado por enzimas de restricio (PCR-RFLP -

“restriction fragment length polymorphism”)

Apo6s confirmacdo da amplificacdo, os produtos da gB foram digeridos com
enzimas de restricdo para a determinacdo das linhagens de HCMV (CHOU et al., 1990).

Utilizamos as enzimas Hinf I e Rsa I, para a clivagem da regido gB (Figura 9).

Cerca de 12,0 pl do produto amplificado foi utilizado para a execucao da reacao
de digestdo, que continha também, 2,0 ul do tampao da enzima e 0,5 pl da enzima
correspondente. Agua deionizada e estéril foi adicionada para completar 20,0 ul e a mistura

foi conduzida ao banho-maria a 37° C overnight.

Os fragmentos produzidos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
1000 (Gibco-BRL) a 2,0% corado com brometo de etidio, visualizados sob luz ultravioleta

e fotografados em sistema Polaroyd.

As diferentes linhagens de HCMV apresentam padroes de digestdo
caracteristicos (CHOU et al., 1990), que sdo levados em consideragdo para a distin¢ao entre

os tipos de HCMV.
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gB1 gB2 B3 oB4
M rl hl r2 h2 r3 h3 r4 h4 M

239 202 239 202 195 202 195 202
66 67 63 100 63 97 66 67 : 23% 202
36 41 44 36 195 97
66(63) 67
41 36

Figura 9- Padrio da digestdo para os gendtipos (gB1,gB2, gB3, gB4 e mistura de
linhagens) do HCMV com as enzimas Rsal e Hinf I. Eletroforese em gel de

agarose 1000 (Gibco-BRL) 2,0% corado com brometo de etidio

4.4- Critérios utilizados para definicao de Infeccao ativa por HCMYV.

A presenca de pelo menos um dos itens abaixo foi considerada indicativa de

infecgdo ativa por HCMV:

+ Nested PCR - duas ou mais reagdes positivas, consecutivas (EINSELE et

al., 1995);

** Antigenemia - uma ou mais células antigeno-positivas para HCMYV,

detectadas nos leucécitos polimorfonucleares (BOECKH et al., 1999).
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4.5- Critérios utilizados para definicao de doenca por HCMV

Para caracterizacdo de doenca por HCMV, além das evidéncias laboratoriais de
infeccdo ativa citadas acima, fez-se necessdria a presenga de manifestacdes clinicas
compativeis com aquelas sabidamente causadas pelo HCMV (LJUNGMAN & PLOTKIN,
1995; LIJUNGMAN et al., 2002):

¢ Pneumonia (HCMV-IP) - a presenca de sinais e/ou sintomas de doenga
pulmonar combinado com a deteccio do HCMV em lavado bronquio-
alveolar ou bidpsia de pulmao. A deteccdo devera ser realizada por cultura
celular, testes histopatolégicos, andlise imunohistoquimica ou hibridizagcao

in situ.

+ Doenca Gastrointestinal (HCMV-TGI) - sintomas gastrointestinais (colite,
gastrite ou esofagite) associados com histologia ou imunohistoquimica
positiva para HCMV de bidpsias de lesdes macroscopicas do trato

gastrointestinal;

+» Hepatite - O virus deverd ser demonstrado em bidpsias hepaticas (por
cultura, imunohistoquimica, hibridiza¢dao “in situ” ou PCR) em combinag¢do

com:

- Aumento de pelo menos duas vezes o valor mdximo normal de alanina-

amino-transferase (ALT);
- Achados histopatolégicos consistentes com hepatite ou colangite;

+» Doencas Neuroldgicas - Sintomas como encefalite, mielite transversa ou
outros sinais de doenca difusa do sistema nervoso central juntamente com a
deteccio de HCMV em fluido cerebroespinhal por PCR, por cultura ou

deteccao do antigeno;

¢ Retinite - lesdes oftalmoldgicas tipicas, com ou sem provas viroldgicas,
diagnosticadas pelo exame de fundo de olho, realizado pelo oftalmologista,
com presenga de retinite necrotizante com infiltrado branco algodonoso,

areas de hemorragia e irite e vitrite minima (PANUTTI et al, 1996).
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4.6- Critérios utilizados para definicao de recorréncia de infeccao ativa por HCMV

¢ Recorréncia da infecgdo ativa pelo HCMV foi definido como infecgao
ocorrendo apdés a negativacdo dos testes de AGM e/ou PCR apds o

tratamento do episddio inicial da infeccdo.

4.7- Critérios utilizados para definicao de infeccao ativa e/ou doenca tardia por
HCMV

+ Infeccio ativa e doenca por HCMYV tardia foram definidas como aquelas que

ocorreram mais de 100 dias apds o transplante.
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5- RESULTADOS



Foram realizados neste estudo, 1.680 exames para deteccao de infecg¢do ativa
pelo HCMYV, incluindo os exames de nested PCR (840) e AGM (840) nos 42 pacientes

pediatricos monitorizados

Através dos prontudrios médicos foi possivel identificar os resultados dos testes

sorolégicos dos pacientes pediatricos incluidos neste estudo.

A genotipagem do HCMV foi realizada em 20/42 (47,6%) pacientes com
infeccdo ativa detectada durante nosso estudo. Para os pacientes que apresentaram
recorréncia da infec¢do foram realizadas a genotipagem em uma amostra positiva da
primeira ocorréncia de infeccdo ativa e em uma amostra positiva da recorréncia da
infeccdo. A genotipagem das mostras dos pacientes que apresentaram recorréncia foi
realizada com a finalidade principal de diferenciar essa recorréncia em reinfec¢do ou

reativacdo viral.

5.1- Infeccao ativa pelo Citomegalovirus Humano (HCMYV)

A infeccdo ativa pelo HCMV foi detectada por PCR e/ou AGM em 20/42
pacientes estudados (47,6%); 20/42 pacientes (47,6%), tiveram pelo menos 2 resultados de
PCR positivos consecutivos; 16/42 pacientes (38%), tiveram pelo menos 1 célula antigeno-
pp65 positiva. O tempo 0O refere-se ao dia do transplante. Entre os 20/42 pacientes com
infecgdo ativa, 14/20 (70%) apresentaram sintomas de provavel doenca por HCMV. Entre
os 14 pacientes que apresentaram provavel doenga por HCMV, a taxa de 6bito por doenca
pelo HCMV foi de 7,1% (1/14), sendo que este 6bito ocorreu no grupo de transplantados de

células tronco hematopoéticas. (Tabela 6)

Tx renal: 15/19 pacientes deste grupo (79%) apresentaram infeccdo ativa pelo
HCMYV, diagnosticada por PCR e/ou AGM, com uma mediana de tempo de 44 dias apds o
transplante (variacdo 19-137 dias); 13/19 pacientes (68,4%) tiveram pelo menos 1 célula
antigeno-pp65 positiva, com uma mediana de 45 dias ap6s o transplante (variacdo 33-124);
15/19 (79%) tiveram 2 resultados de PCR positivos consecutivos, com uma mediana de 40
dias (variacao 12-145 dias) ap6s o transplante. Entre os 15/19 pacientes com infeccao ativa
pelo HCMV deste grupo, 11/15 (73,3%) apresentaram sintomas de provavel doenga por
HCMYV; porém, nenhum 6bito por HCMV ocorreu.
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Apenas 2 pacientes (10,5%) deste grupo receberam profilaxia com ganciclovir
(contra o HCMV) por apresentarem sorologia IgG negativa para HCMV e com doador

soropositivo para HCMV, porém estes desenvolveram infec¢do ativa por HCMV.

TCTH: 5/23 pacientes (21,7%) apresentaram infeccdao ativa pelo HCMV,
diagnosticada por PCR e/ou AGM, com uma mediana de tempo de 47 dias (variagdo O -
103 dias); 5/23 pacientes (21,7%) tiveram pelo menos 2 ou mais resultados de PCR
positivos consecutivos, com uma mediana de 37 dias (variacdo O - 86 dias); 3/23 pacientes
(13%) tiveram pelo menos 1 célula antigeno positiva, com uma mediana de 43 dias

(variagdo 15 -103 dias) ap6s o transplante.

Entre os 5 pacientes com infecgao ativa pelo HCMV pertencentes a este grupo
de pacientes, 3/5 (60%) apresentaram sintomas de provavel doenca por HCMV, 1 6bito
ocorreu (20%), tendo como provavel causa doenca disseminada pelo HCMV.Nenhum dos

pacientes deste grupo recebeu tratamento profilatico contra HCMV.

Tabela 6- Resultados dos testes de monitorizag@o laboratorial nos grupos estudados.

TCTH Tx renal
Infeccao ativa por HCMYV detectada por PCR e/ou AGM (%) 5/23 15/19
(21,7) (79)
Infeccao ativa por HCMYV detectada por PCR (%) 5/23 15/19
(21,7) (79)
Infeccao ativa por HCMYV detectada por AGM (%) 3/23 13/19
(13) (68,4)
Provavel Doenca por HCMYV (%) 3/5 11/15
(60) (73,3)
Obito por HCMV (%) 1/5 0
(20)

Legenda: PCR - reagdo em cadeia da polimerase; AGM — antigenemia.
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5.2- Analise do Status Sorolégico

Entre os 42 receptores pedidtricos de transplante de medula 6ssea ou rim , 39
eram soropositivos para 0 HCMV (93%) e receberam o enxerto de doadores também
soropositivos (D+/R+) e 3/42 eram soronegativos para 0 HCMV (7%). Dos transplantados
de células tronco hematopoéticas, 22/23 pacientes (95,7%) eram soropositivos para o
HCMV e receberam enxerto de doadores soropositivos e do grupo dos transplantados
renais, 17/19 pacientes (89,5%) eram soropositivos € receberam enxerto de doadores

soropositivos. (tabela 7)

Tabela 7 — Incidéncia de infec¢ao ativa pelo HCMV detectada nos receptores estudados,

divididos pelo status soroldgico.

TCTH Tx Renal Total

Taxa de Infeccio Ativa, n (%) 5123 (21,7) 15/19 (79) 20/42 (47,6)
Infecgdo Primdria: 1/23 (4,3) 2/19 (10,5) 3/42 (7,0)
D+/R- 1/1 (100) 2/2 (100) 3/3 (100)
D-/R- - - -

Recorréncia: 4/23 (17,4) 13/19 (68,4) 17/42 (40,5)
D+/R+ 4/4 (100) 13/13 (100) 17/17 (100)
D-/R+ - - -

Legenda: D+: doador com sorologia IgG positiva para 0 HCMV; R+: receptor com sorologia IgG positiva
para o HCMV; D-: doador com sorologia IgG negativa para o HCMV; R-: receptor com sorologia IgG
negativa para o HCMV.
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Tabela 8- Indice de infeccio ativa, recorréncia apds término do tratamento com
ganciclovir, provavel doenga e 6bito por HCMV, baseados no status sorologico

I[gG-HCMV do doador (D) e do receptor (R), nos grupos estudados.

StatusSorolégico Pacientes, n Infeccao ativa pelo Recorrénciada  Provavel Doenca  Obito por
HCMV (%) HCMYV (PCR+ e/ou Infecc¢ao ativa por HCMV HCMV
AGM+), n (%)

D+/R+ 22/23 (95,6) 4/22 (18,2) Y4 (25) 2/4 (50) 1/4 (25)
D+/R- 1/23 (4,3) 1/1 (100) 0/1 (0) 1/1 (100) 0/1 (0)
D-/R+ 0 0 0 0 0

% TOTAL 23 (100) 523 (21,7) 1/5 (20) 3/5 (60) 1/5 (20)

- D+/R+ 17/19 (89,5) 13/17 (76,5) 2/13 (15,3) 9/13 (69,2) 0
D+/R- 2/19 (10,5) 2/2 (100) 2/2 (100) 2/2 (100) 0

= D-/R+ 0 0 0 0 0

&: TOTAL 19 (100) 15/19 (78,9) 4/15 (26,6) 11/15 (78.6) 0

o)

Legenda: D+: doador com sorologia IgG positiva para 0 HCMV; R+: receptor com sorologia IgG positiva
para o HCMV; D-: doador com sorologia IgG negativa para o HCMV; R-: receptor com sorologia IgG
negativa para o HCMV.

A anélise da Tabela 8 permite observar o indice de infec¢do ativa e provavel
doenca pelo HCMYV estratificados pela sorologia do doador (D) e receptor (R). O sorogrupo
D+/R+ apresentou infeccdo ativa em 40,5% (17/42) dos casos, sendo 23,5% (4/17) dos
casos no Grupo dos transplantados de células tronco hematopoética e 76,5% dos casos no

Grupo dos transplantados de rim.

5.3- Tempos de inicio de deteccao da infeccao ativa pelo HCMV

A comparacdo entre os tempos de inicio de deteccdo de infeccdo ativa pelo
HCMYV por AGM e PCR ndo mostrou diferencas significantes entre os diferentes grupos

pedidtricos transplantados estudados (Tabela 09 e Grafico 1).
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Tabela 09 — Mediana dos tempos de inicio de detec¢do de infecc¢do ativa pelo HCMV por
PCR ou AGM.

TCTH Tx renal

Dia inicio infec¢io ativa detectada por PCR e¢/ou AGM — mediana - dias (variacio) 47 (0-103) 44 (19-137)

Dia inicio infec¢io ativa detectada por PCR — mediana - dias (variacao) 37 (0-86) 40 (12-145)
Dia inicio infec¢io ativa detectada por AGM — mediana — dias (variacao) 43 (15-103) 45 (33-124)
25
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infecgdo 2 PCR AGM Provavel  Obito por
ativa (PCR  positivos positiva doenca por HCMV
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‘DTX renal @BTMO B Total

Grifico 1 - Resultados dos testes de monitorizag¢do laboratorial nos grupos estudados.

5.4- Diagnéstico da Infeccao Ativa pelo HCMYV detectada por antigenemia

Dos 42 pacientes transplantados pedidtricos acompanhados neste estudo,16
(38%) apresentaram 1 ou mais células positivas para a antigenemia. Sendo que desses 16
pacientes, 13 (81%) sdo receptores de rim e apenas 3 (19%) receptores de cé€lulas tronco
hematopoética. O fato da menor incidéncia de positividade entre os receptores de medula
Ossea deve-se possivelmente pela presenca de transplantes autélogos (39%). entre os

pacientes incluidos neste estudo. Dos 19 transplantados pedidtricos renais 2 receberam
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tratamento profildtico com ganciclovir por apresentarem teste soroldégico negativo para
IgG, sendo que o mesmo soroconverteu depois de apresentarem infeccdo ativa por HCMV
apos o transplante. A mediana do tempo de apresentacdo de positividade para a antigenemia

foi de 45 dias ap0s o transplante (33-124).

Tabela 10 — Incidéncia de infec¢do ativa por HCMV diagnosticada por antigenemia

Positivo Negativo Total
Tx RENAL 13 (68,4%) 6 (31,6%) 19
TCTH 3 (13,0%) 20 (87,0%) 23

Observamos que 14/16 dos pacientes (87,5%) apresentaram antigenemia acima
de 5 células positivas e estes (100%) apresentaram sintomas de provavel doenca pelo
HCMYV e 2/26 pacientes (12,5%) com antigenemia abaixo de 5 células positivas, ndo
apresentaram sintomas de provavel doenca pelo HCMV durante o periodo pds-transplante

estudado (150 dias) (Tabela 10).

Tabela 11 - Avaliacdo do nimero de células-positivas em relagdo a doenca por HCMV nos

pacientes estudados do Grupo Total.

Total
Provavel Doenca (+) Provavel Doenca (-) Total
AGM 2 5 células positivas (*) 14 0 14
AGM < 5 células positivas (negativa) 0 2 2
Total 14 2 16

NOTA: Avaliagao feita até 150 dias ap6s o transplante

(*) Neutrofilos positivos em 300.000 contados
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5.5- Diagnéstico da Infec¢ao Ativa pelo HCMYV por NESTED-PCR.

Os testes de Nested PCR foram realizados nas mesmas amostras utilizadas para

a antigenemia, obtida desde o dia 0 até o dia 150 apds transplante.

Os resultados de PCR para HCMV mostraram-se positivos para 20/42 pacientes
(47,6%) estudados, sendo que 5/23 (27,3%) eram receptores de transplante de células

tronco hematopoéticas e 15/19 (79%) receptores de rim.

Os 42 pacientes (100%) foram divididos em seis grupos: (a) AGM e PCR
ambas negativas; (b) apenas AGM positiva; (c) apenas PCR positiva; (d) AGM positiva
precedendo PCR positiva; (e) PCR positiva precedendo AGM positiva (f) AGM e PCR

positivas simultaneamente (Tabela 12).

Entre os pacientes receptores de células tronco hematopoéticas, nem PCR e
AGM foram detectadas em 18/23 pacientes (78,3%) durante a monitorizacdo. Esses
pacientes nao receberam terapia com ganciclovir. Apenas PCR positiva foi detectada em
2/23 pacientes (8,7%). PCR positiva precedendo AGM positiva ocorreu em 5/23 pacientes
(21,7%).

Nos pacientes pediatricos receptores de rim, nem AGM e PCR foram
detectadas em 4/19 pacientes (21%) durante a monitorizacdo. Esses pacientes nao
receberam terapia com ganciclovir. Apenas PCR positiva em 2/19 pacientes (10,5%). PCR
positiva precedeu a AGM positiva em 6/19 pacientes (31,6%). AGM e PCR foram positivas

ao mesmo tempo em 9/19 pacientes (47,4%).
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Tabela 12- Concordancia entre AGM e PCR nas amostras coletadas dos 42 pacientes

monitorizados.

AGM/PCR Apenas Apenas AGM (+) precede PCR(+) precede = AGM+ e PCR+

negativas AGM+ PCR+ PCR (+) AGM (+) simultineamente
TCTH 18 (78,3%) 0 2 (8,7%) 0 5 (20%) 0
(n=23)
Tx renal 4 (21%) 0 2 (10,5%) 0 6 (31,6) 9 (47,4%)
n=19)
Total 22 (52,4%) 0 4(9,5%) 0 11 (26,2%) 9 (21,4%)
(n=42)

5.6- NESTED-PCR para Amplificacdo do Gene da Glicoproteina B (gB)

Todos pacientes (20/20) que apresentaram infec¢do ativa por HCMV
apresentaram positividade para a N-PCR para as regides MIE e IE do HCMV. Estas
amostras foram selecionadas e amplificadas para a regido da Glicoproteina B para posterior

genotipagem (Figura 10).

M C 1 2 3 4 B

Figura 10 — Amplificacdao 300 pb do DNA do HCMV com os “primers” gB1319 e gB1604
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Legenda referente a figura 9:
M — marcador de peso molecular (Ladder 100 pb; Gibco-BRL, USA)
C+ - controle positivo para a reacdo (cepa AD 169)
1 a4 — N-PCR positivo para gB
C - controle negativo para reacao

B — branco de reagado (4gua)

A andlise com enzima de restricdo permitiu identificar padroes eletroforéticos
distintos, caracterizando os genoétipos virais. A freqii€éncia de distribuicdo dos subtipos

virais estd descrita na tabela 13 e Grafico 2.

Tabela 13 — Distribui¢do dos gendtipos na populacdo estudada com infec¢do ativa pelo

HCMV
Gendtipos TMO n (%) Tx renal n (%) Total n (%)
gB1 2/5 (40) 7/15 (46,7) 9/20 (45)
gB2 1/5 (20) 4/15 (26,7) 5/20 (25)
gB3 0 0 0
gB4 0 0 0
Mistura de linhagens 2/5 (40) 4/15 (26,6) 6/20 (30)
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Grifico 2 - Distribui¢ao dos genétipos do HCMV nos pacientes estudados

Levando em consideracio os pacientes que apresentaram mistura de linhagens

como cepa infectante durante a infec¢do ativa por HCMV temos a seguinte distribui¢ao:

Tabela 14 — Distribuicdo dos gendtipos encontrados nas misturas de linhagens

Mistura de linhagens TMO n (%) Tx Renal n (%) Total n (%)
gB1gB2 1/2 (50) 2/4 (50) 3/6 (50)
gB1gB4 1/2 (50) 1/4 (25) 2/6 (33,3)
gB2gB3 0 1/4 (25) 1/6 (16,7)
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5.7- Avaliacao da relacdo entre os genétipos e o quadro clinico apresentado pelos

pacientes

A avaliacdo da possivel relacdo entre os genétipos € o quadro clinico
apresentado pelos pacientes estd representado na tabela 15. Os dados de sintomatlogia e
gravidade do quadro apresentado pelo paciente durante a infeccdo ativa por HCMV foram

coletados através da analise dos prontudrios médicos dos pacientes.

Tabela 15 — Relacdo entre o gendtipo e o quadro clinico apresentado pelo paciente durante

a infecgdo ativa

GENOTIPO QUADRO CLINICO
gB1 Diarréia, vOmito, febre, melhora apds tratamento com ganciclovir.
gB2 Sintomas iguais aos apresentados por gB1, porém mais intensos; reativagdo

viral apds tratamento com ganciclovir.

Mistura de linhagens Sintomas leves a assintomadtico

Embora sem comprovagdes estatisticas e apesar do pequeno numero de
pacientes avaliados, pode-se perceber que nos pacientes receptores pedidtricos de rim ou
medula Ossea estudados, os gendtipos gB1 tendem a se relacionar com a presenca de
sintomas caracteristicos de uma provével doenca por HCMV, assim como gB2, porém com
maior intensidade nesse dltimo e levando em consideracdo que se apresentou relacionado

também a presenca de reativagao viral. Por outro lado, os pacientes que apresentaram

mistura de linhagens como cepa infectante apresentaram melhor progndstico.
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mm 6- DISCUSSAO



O citomegalovirus humano (HCMV) € um herpesvirus cosmopolita e que
geralmente € capaz de produzir infec¢gOes persistentes e assintométicas durante toda a vida.
No entanto, em populacdes que sdo imunologicamente comprometidas (transplantados,
portadores de HIV, pacientes submetidos a quimioterapia, portadores de doenca auto-
imune) ou que t€m um sistema imune imaturo (recém-nascidos) o HCMV € o mais
freqiiente patégeno oportunista, podendo gerar inimeras manifestagdes clinicas, que variam
desde uma doenca com pouca repercussdo clinica até uma doenca grave, que envolve risco
de vida (DARLINGTON et al., 1991; LEHNER, STAMMINGER & MACH, 1991;
NAVARRO et al., 1997).

Infec¢ao por HCMV € um dos maiores problemas apds o transplante de 6rgaos
sOlidos, especialmente em criancas, em que a infec¢do primdria € mais comum do que em

adulto. (KULLBERG et al, 2003).

Como as criangas t€ém uma menor tendéncia para desenvolver GVHD (doencga
do enxerto contra o hospedeiro) apés TCTH comparadas com os adultos, e por causa da
imunodeficiéncia depois do transplante de células progenitoras em criancas ser menos
pronunciada e de menor duracdo, uma menor frequéncia de doenca por HCMV ¢ esperada

comparada com pacientes adultos (HAASTRUP et al., 2005).

Mir et al. diagnosticaram, em 15 (20,8%) de 72 pacientes pedidtricos
transplantados renais, infeccao por HCMV, sendo que nenhum deles foi a 6bito ou perdeu o

enxerto como resultado da infec¢dao ( MIR et al., 2005).

Nos transplantados pediétricos de células tronco hematopoéticas a infec¢ao por
HCMV, segundo Haastrup et al., ocorreu em 21,8% (24 de 110) dos pacientes, dos quais 3
[12,5% (3/24)] desenvolveram doenca por HCMYV, todos com pneumonites € 1 com doenga
gatrointestinal. O tempo médio do aparecimento da infeccdo foi de +58 dias apds o

transplante.O tratamento com ganciclovir foi em geral bem tolerado. (HAASTRUP, 2005).

Em nossa casuistica a infec¢ado por HCMV ocorreu em 20/42 pacientes (47,6%)
estudados, sendo 5/20 (25%) receptores pediatricos de células tronco hematopoéticas e

15/20 (75%) receptores pediatricos de rim. Considerando os grupos separadamente temos
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entre os transplantados de células tronco hematopoéticas uma freqii€ncia de 21,7% (5/23) e
entre os transplantados de rim uma freqiiéncia de 79% (15/19). Essa diferenca entre a
frequéncia de infeccdo ativa encontrada entre os diferentes pacientes pediatricos estudados,
levando em consideracdo que os estudo foi realiza no Brasil (elevado indice de
soroprevaléncia), deve-se possivelmente a inclusdo de transplante aut6logo entre os
pacientes receptores de células tronco hematopoéticas, o que provavelmente tenha diluido
os resultados da freqiiéncia de infec¢do ativa nesse grupo. Outra explicacao, para o elevado
indice da infeccdo entre os pacientes pedidtricos receptores de rim, € a imunossupressao
mais intensa nesses pacientes e o elevado indice de doador caddver, considerando que esses

sao fatores de risco importantes para a infeccao ativa por HCMV.

Sabe-se que as manifestacdes clinicas causadas por infeccdo pelo HCMV
podem ser decorrentes da variabilidade genética entre as diferentes linhagens do virus
(LEHNER, STAMMINGER & MACH, 1991). Acredita-se que algumas linhagens tém
preferéncia em infectar determinados 6rgaos ou tipos celulares, ou que sdo mais virulentas
Oou mais imunossupressoras que outras, ou ainda que tém uma maior probabilidade de
contribuir para a rejei¢do de 6rgao, em casos de transplante (BINDER et al., 1999). Essas
variacOes ocorem, geralmente, em regides geénicas altamente conservadas e em
consequéncia, funcionalmente relevantes (VOLGELBERG et al., 1996; WIGART et al.,
1998), além disso, elas tém sido utilizadas como marcadores genéticos em estudos clinicos
para se fazer a distincdo entre as cépas e avaliar sua associacdo com a patogénese viral

(RETIERE et al., 1998).

As glicloproteinas do envelope dos herpesvirus podem ser alvos para anticorpos
de neutralizagdo do virus, controlam a entrada viral e t€ém papel importante na disseminagao
do virus entre as células do hospedeiro (RASMUSSEN et al., 1991). Regides varidveis,
especialmente nas glicoproteinas B (gB) do envelope do HCMV, té€m sido extensivamente
estudadas, através de técnicas que envolvem biologia molecular, para caracterizar as
diferentes linhagens do virus e sua possivel relacdo com a gravidade de expressdo de
doenca em diversos grupos de pacientes (CHOU, 1990; CHOU & DENNISON, 1991;
FRIES et al., 1994; SHEPP et al., 1998; ROSEN et al., 1998; MEYER-KONIG et al., 1998
e 1998(2); GILBERT et al., 1999; BINDER et al., 1999).
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A metodologia geralmente aplicada para a distincdo entre os subtipos de
HCMYV ¢ a PCR-RFLP (CHOU, 1990; CHOU & DENNISON, 1991; FRIES et al., 1994),
que através de um tratamento com endonucleases de restricao, o produto da PCR € clivado
em fragmentos de diferentes tamanhos e o perfil da digestao é determinante das linhagens.
Para a gB, utilizam-se as enzimas de restricdo Rsa I e Hinf I, que determinardo pelo menos
quatro subtipos virais. SHEEP er al. (1998) em seus estudos para a mesma regido,
caracterizaram um quinto genétipo. Recentemente, TRINCADO et al. (2000), encontraram
em um grupo de criancas com infec¢ido congénita por HCMV, dois novos genotipos virais

(gB6 e gB7).

Possivelmente os gendtipos gB tenham sitios de laténcia diferenciados e
reativem em diferentes locais em cada grupo de pacientes, sendo assim, o tipo e a gravidade
do defeito imune caracteristico de cada um destes grupos, pode determinar a prevaléncia

dos diversos genétipos do HCMV (BONGARTS et al., 1996).

Resultados obtidos anteriormente em estudo retrospectivo feito em nosso
laboratério em  populacdo transplantada de células tronco hematopoéticas
(ALBUQUERQUE & COSTA, 2003), mostrou ser o gendtipo o gB1 mais freqiiente
encontrado neste trabalho. Embora a correlagdo do subtipo com a clinica apresentada nao
tenha sido estatisticamente possivel, houve uma tendéncia na correlacdo do genétipo gB3
com a apresentacdo clinica mais grave. Da mesma forma, o gendtipo gB1, bem como a

mistura de cepas pareceram estar relacionadas a um quadro clinico mais brando.

Devido a auséncia de trabalhos publicados com o mesma casuistica deste
estudo, ou seja, especificamente transplantados pedidtricos de células tronco
hematopoéticas ou rim, quando levamos em consideracio estudos realizados com pacientes
transplantados adultos, os resultados apresentados corroboram os dados da literatura quanto
a prevaléncia do subtipo 1 na populacdo alvo. TOROK-STORB er al. (1997) e
RASMUSSEN et al., (1997), descreveram a predominincia do gB1 em um grupo de
transplantados de células tronco hematopoéticas, e os dados por eles apresentados sugerem

que as linhagens gB3 e gB4 possam estar relacionadas com morte por mielossupressao e
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menos risco de GVHD aguda de graus II a IV. Outros autores (CHOU & DENNISON,
1991; FRIES et al., 1994) também encontraram na populacdo transplantada de células
tronco hematopoéticas estudada por eles, maior freqiiéncia de linhagens de gendtipo 1 e
relacionaram-na com melhor progndstico da infeccio. WADA et al. (1997), em seus
relatos, associaram a prevaléncia do gB2 com populagdo transplantada de células tronco
hematopoéticas de origem oriental e do gB1 em caucasianos. Talvez as diferencas

genotipicas possam estar relacionadas a variagdo na distribuicdo geogréfica dos subtipos.

Uma das propriedades conferidas a glicoproteina B do HCMV, promover a
entrada e disseminacao viral nas células hospedeiras, provavelmente explique as diferencas
observadas no tropismo e viruléncia dos genétipos gB (MEYER-KONIG et al., 1998).
Desta forma, as linhagens podem ser diferentes em sua habilidade de regular e interagir
com moléculas de adesdo podendo caracterizar a prevaléncia de gendtipos especificos em

determinados grupos de pacientes.

Houve predominancia do gB1 também nos transplantados renais avaliados no
presente estudo, e a gravidade da infeccao pdde ser associada com a cepa infectante. Os
pacientes que apresentaram como cepa infectante gB1 apresentaram sintomas (febre,
vomto, diarréia) caracteristicos de provavel doenca por HCMV durante a infeccdo ativa, os
que apresentaram gB2 também apresentaram os mesmos sintomas, porém mais graves e
com uma caracteristica particular deste grupo, que foi a recorréncia da infec¢do, sendo
assim caracterizada como reativacdo viral por ser causada pelo mesmo cepa (gB2)
infectante. Por outro lado, os pacientes que apresentaram mistura de linhagens (gB1gB4,

gB1gB2 e gB2gB3) permaneceram assintomaticos.
Os gendtipos gB3 e gB4 isoladamente nao foram encontrados neste estudo.

Em nossa casuistica, 42 pacientes pedidtricos (23 receptores de células tronco
hematopoéticas e 19 receptores de rim) foram avaliados quanto a infec¢do ativa por HCMV
apés o transplante e como resultado desta investigacdo detectamos infec¢do ativa por
HCMV em 20 deste pacientes (5 receptores de células tronco hematopoéticas e 15
receptores de rim). Nesses pacientes que apresentaram infec¢do ativa por HCMYV fizemos a

genotipagem da amostra positiva de sangue. Para os pacientes que apresentaram recorréncia
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da infec¢do (5/20) a andlise do gendtipo viral foi feita nos dois periodos da infecgao,
caracterizando, em todos os casos, reatiavacdo viral. Como resultados da genotipagem
tivemos uma prevaléncia do gendtipo 1 entre a populagdo estudada, sendo que o genétipo 2
também teve uma frequéncia considerdvel entre este pacientes. A mistura de linhagens
também foi detectada e esteve relacionada com melhor prognéstico da infeccdo ativa pelo
HCMV. Os genétipos 3 e 4 ndo foram encontrados isoladamente em nenhuma amostra

genotipada dos pacientes estudados.
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7- CONCLUSOES



. Diagnosticou-se a infec¢ao ativa por HCMV em 20/42 pacientes pediatricos
estudados, 5/20 receptores de transplante de medula dssea e 15/20 receptores

de transplante de rim, detectada através da antigenemia e/ou Nested-PCR;

. Genotipou-se a cepa infectante dos pacientes que apresentaram infeccao
ativa por HCMV durante o estudo, através da andlise com enzima de
restri¢ao; gB1 foi o gen6tipo mais prevalente na populacdo estudada e gB3 e

gB4 isoladamente nao foram encontrados nesse estudo;

. Observou-se a presenga de misturas de linhagens em 6/20 pacientes
estudados, sendo a mistura gB1gB2 a mais prevalente; gB3 e gB4 foram

encontrados em mistura de linhagens como gB1gB4 e gB2gB3;

Esses dados sugerem que ha associagcdo entre o gendtipo gB2 com maior
gravidade na apresentacdo clinica durante a infec¢@o ativa por HCMV e com
a reativacdo viral apds tratamento com ganciclovir; a mistura de linhagens
foi o genotipo que apresentou melhor prognéstico da infeccao ativa por

HCMV.
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9- ANEXOS



ANEXO I -TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu,

RG: , responsavel por

, autorizo sua colaboragdio com o estudo
“DETECCAO E GENOTIPAGEM DE CITOMEGALOVIRUS EM RECEPTORES
PEDIATRICOS DE TRANSPLANTE RENAL, HEPATICO E DE MEDULA

OSSEA” que sera realizado na faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de
Campinas, para pesquisa da infeccdo ativa pelo Citomegalovirus utilizaremos técnicas
rapidas e precoces: Antigenemia e Nested-PCR e para identificagao da linhagem viral serdo
realizadas técnicas de andlises enzimdtica de restricdo em amostras positivas detectadas por
Antigenemia e Nested PCR. Para isso, sei que colherdo amostras de sangue (4ml em tubo
contendo como anticoagulante EDTA), uma vez por semana, sendo coletada no mesmo dia
dos exames de rotina pds-transplante, desde o dia do transplante até 150 dias apds o
transplante, para realizacdo dos referidos exames. Este material serd apenas utilizado para
este estudo, sendo posteriormente descartado. Estou ciente de que poderei desistir da
participacdo deste estudo a qualquer hora, e que isto nada ird prejudicar o tratamento, e essa
colaboracdo em muito auxiliard o tratamento dos pacientes transplantados e os que vierem
também a serem transplantados e que ndo receberei ressarcimento financeiro, pois estes
exames sdo de rotina pds-transplante. Estou ciente que todos os dados colhidos através de
informacodes clinicas obtidas de prontudrios médicos serdo sigilosos, € que o nome do

colaborador ndo serd colocado em qualquer publicacgao.

Campinas, de de

Assinatura do Responsavel
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Pesquisador responsdvel: Débora de Campos Dieamant — tel. (19) 3441-1688
ou 9607-0313

E-mail: ddieamant@vivax.com.br

Orientador (a): Prof* Dr* Sandra Cecilia Botelho Costa — tel (19) 3289-2351

E-mail: costa@fcm.unicamp.br

Comité de Etica em Pesquisa — tel (19) 3788-8936
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ANEXO II FACULDADE DE CIBNCIAS MEDICAS

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

5 Caixa Postal 8111, 13083-970 Campinas, SP
&= (0_19) 3788-8930

FAX (0_19) 3786-8925

& www fom.unicamp br/pes g isaleticali f'iiltk\ heml

CEP, 02/05/06.
(Grupo TI)

PARECER PROJETO: N° 001/2005

I-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “DETECCAO E GENOTIPAGEM DE CITOMAGALOVIRUS EM
RECEPTORES PEDIATRICOS DE TRANSPLANTE RENAL, HEPATICO E DE
MEDULA OSSEA”.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Débora de Campos Dieamant

INSTITUIGAO: 'Hospital de Clinicas da Unicamp e Centro Infantll Boldrini.

APRESENTACAO AO CEP: 05/01/2005

APRESENTAR RELATORIO EM: 24/05/06

M - OBJETIVOS

Estimar a prevaléncia de CMV em pacientes pediatricos transplantados e estabelecer a
genotipagem dos virus encontrados,

HE - SUMARIO

Pesquisa da ocorréncia do CMVY em 30 pacientes transplantados, com técnicas de
genotipagem de biologia molecular e imunologia.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

Com base nos dados de literatura mencionados pelos pesquisadores, a amostra
dimensionada € suficiente, em principio, para atingir-se o objetivo do trabalho. Nio hé riscos
aos pacientes € os resultados obtidos terdio retorno imediato aos sujeitos da pesquisa,
independentemente do resultado final do trabalho.

V -PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apés
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso &
atendendo todos os dispositivos das ResolugBes 196/96 e complementares, bem como ter
aprovado o Termo do Consentimento Livre e Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos
na Pesquisa, resoive aprovar sem restrigbes o Protocolo de Pesquisa supracitado,
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O contetido e as conclusdes aqui apresentados sfio de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e ndo representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometern.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ac seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item I'V.1 ) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado €
descontinuar o estudo somente apds analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que ©
aprovou {Res, CNS Item IIL. 1.z), exceto quando perceber risco ou dano nfio previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa {Item V.3.),

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem ¢
curso normal do estudo (Res. CNS ltem V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) ¢ enviar notifica¢io ao CEP € & Agéncia Nacional de Vigilincia Sanitaria — ANVISA -
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envia-las também & mesma junto com o parecer aprovatorio do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item I1.2.¢)

Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resoluciio CNS-MS 196/9¢.

VI - DATA DA REUNIAC

Homologado na V Reunifio Ordindria do CEP/FCM, em 24 de maio de 2005.

Profa. }Jra'.f"l':arinﬂen ilvia Beriuzzo
PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP
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ANEXO III -FICHA DE ACOMPANHAMENTO

TRANSPLANTE RENAL PEDIATRICO

DATA / /

NOME DO PACIENTE :

HC: SEXO: COR:

DATA NASC.: / /

DIAGNOSTICO PARA Tx:

DATA DO TRANSPLANTE:__ / / INTERNACAO [ Nio

Data : Alta: DOADOR: []

CADAVER / CAUSA DO OBITO:

[ Sim

"1 VIVO/ PARENTESCO : IDADE:

ANTECEDENTES PRE-TRANSPLANTE

Politransfusao [ Sim [1Ndo

Imunossupressao
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Sorologia POSITIVO NEGATIVO
Hepatite C O O
Hepatite B 0 O
HIV 0 0
Toxoplasmose 0 0
Moradia
'] Urbana [ Rural / Animal Doméstico: [ Sim [1Nao
Didlise : [INao [1Sim — Tipo: Tempo :
PRE -TRANSPLANTE
RECEPTOR DOADOR
IgM- IgM-
IgG- IgG-
PCR- PCR-
ANTIGENEMIA- ANTIGENEMIA-
DATA DA COLETA: DATA DA COLETA:

POS - TRANSPLANTE

QUADRO CLINICO :
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SUSPEITA DE CMV — Data:

Sintomas:

Exame fisico ( fundo de olho ):

Data da Confirmacao e inicio do tratamento:

DIAGNOSTICO ATRAVES DE :

Sorologia

Antigenemia

PCR

TRATAMENTO : Medicacdo Dose :

Tempo de tratamento : [ Internado

[1 Ambulatorial
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INTERCORRENTES DURANTE O TRATAMENTO :

Rejeicdo [1 Nao

[1Sim/ Tratamento

Efeitos Colaterais : [] Nao

[1Sim

Outros :

EVOLUCAO DO TRATAMENTO : [] Cura

1 Obito

SITUACAO ATUAL DO PACIENTE :

1 Obito

'1Vivo — [] Com transplante funcionante

I Sem transplante funcionante
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DIA POS Tx

IgM

IeG

Biopsia

Plaquetas

Netrofilos

TGO

TGP

Creatinina
pré tratamento

pOs tratamento
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ANEXO IV - TRANSPLANTE PEDIATRICO DE MEDULA OSSEA

MONITORIZACAO LABORATORIAL DE INFECCAO ATIVA PELO
CITOMEGALOVIRUS

RECEPTOR:

HC: NASC. IDADE: NATURAL. COR:
IgG/CMV (pré-tx):

DIAGNOSTICO:

TIPO DE ENXERTO: ( YMO  CTP( )

DOADOR:

HC: IgG/CMV (pré-tx):

DATA DO OBITO: / / CAUSA DO OBITO:

NECRO? S/N____ AGENTE ETIOLOGICO:

DATA DO TRANSPLANTE: PEGA: DIA+
CLINICA GVHD:

PELE ( ) FIGADO( ) TGI( ) ESTADIOGVHD I( ) II( ) II( ) IV( )
CLINICA CMV:

GANCICLOVIR: ( ) PROFILATICO — INICIO DIA () TRATAMENTO INFECCAO —
INICIODIA +_

() TRATAMENTO DOENCA - INICIO DIA + MANUTENCAO S/N ( )
CONDICIONAMENTO: PROFILAXIA GVHD:
BIOPSIA:

CONSENTIMENTO: ( )
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Coleta

Dia pés-tx

PCR/CMV

ANTIGENEMIA/CMV

IgG/IgM

OBS.EXAMES REALIZADOS:
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