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RESUMO




O Citomegalovirus Humano (HCMYV) € um dos mais importantes patogenos
que acometem pacientes submetidos a transplante hepético, estando associado a alta
morbidade e mortalidade. Atualmente faz-se necessério o emprego de técnicas laboratoriais
que sejam répidas, sensiveis e especificas, no diagnéstico do HCMV, a fim de ser instituido

um tratamento antiviral o mais precoce possivel.

Neste estudo, foram feitas comparacdes entre duas técnicas laboratoriais
distintas: a “Nested-PCR” ¢ a Antigenemia, avaliando a eficicia das mesmas na
monitorizacdo de infeccdo ativa e doenga por HCMV, neste grupo de pacientes. Dessa
maneira, foram pesquisados pacientes submetidos a transplante hepético no Hospital de
Clinicas da FCM/UNICAMP, desde antes do transplante até seis meses apés o ato
cirlirgico, tanto em ambiente hospitalar, quanto ambulatorial. Posteriormente, foi feita uma
andlise das duas metodologias diagnésticas utilizadas, comparando-as quanto & sua eficicia.

Foram avaliados 27 pacientes, de setembro de 1998 a janeiro de 2.001,
acompanhando o doador no pré-transplante, e o receptor até, no minimo, 180 dias apés a
cirurgia. Realizaram-se 12 coletas de sangue de cada paciente receptor, sendo essas coletas:
semanais, durante o primeiro més; quinzenais, nos segundo e terceiro més, e mensais

posteriores até 0 sexto més.

Conforme dados anteriores na literatura confirmados por este trabalho, a cirrose
hepética provocada pelo virus C foi o principal fator etiolégico (55,55%) do transplante
hepético, sendo que a cirrose alcoélica aparece como segundo maior (29,63%)).

Foi observado no pré transplante que, dos 27 pacientes, 92% dos transplantados
Ja haviam tido contato anterior com 0 HCMV (Sorologia IgG positiva), 15% dos receptores
apresentaram “Nested-PCR” positiva e 5% Antigenemia positiva.

Segundo os critérios de infecgdo ativa, 25/27 (92%) dos pacientes apresentaram
infecgdo ativa, sendo que em 12/27 (44%) destes, foram acompanhadas manifestacdes
clinicas compativeis com HCMV doenca, sendo a febre (72%), e a mialgia (43%) as mais
comuns, tendo também alteracSes das enzimas hepéticas (57%) e leucopenia (1 1%).

Resumo
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O trabalho demonstra que a “Nested-PCR” se positiva, em média, com 47 dias
pos-transplante, precedendo em 20 dias as manifestagdes clinicas, enquanto que a
Antigenemia, se positiva, em média, apds 85 dias do transplante.

Dos pacientes estudados, cinco evoluiu a Obito, e destes, trés com
manifestagbes clinicas de doenga pelo HCMV.

Em conformidade com estudos anteriores, a doenga pelo HCMV, nos pacientes

transplantados hepaticos estudados ocorreu nos trés primeiros meses pos-transplante.

Deste modo, releva-se a importéincia clinica da detecgdo precoce do HCMV em
pacientes transplantados hepaticos, e que as técnicas da “Nested-PCR” e da Antigenemia,
empregadas neste trabalho, se mostraram adequadas para a monitorizagdo destes pacientes
em relagio 2 infecgdo pelo HCMV.

xxviii
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1.1. HISTORICO DOS TRANSPLANTES HEPATICOS E DO
CITOMEGALOVIRUS HUMANO (HCMV)

O transplante de figado representa a tnica forma efetiva de tratamento de uma
série de doengas hepéticas terminais. Foj relatado pela primeira vez, em 1955, tendo sido
efetuado pelo uso da técnica heterotdpica, pela qual o figado do doador ¢ colocado no

abdomen inferior e o figado do receptor € deixado em sua posig&o original.

O primeiro transplante ortot6pico, em que o figado do doador substitui o do
receptor, em carater experimental, foi realizado em cdes nos laboratérios de MOORE, em

Boston, e STARZL, em Chicago, respectivamente em 1959 e 1960.

Em 1963, STARZL realizou o primeiro transplante ortotopico de figado em
humanos, usando azatioprina, corticdide e globulina antilinfocitiria como agentes
imunossupressores. Nos quatro anos seguintes, realizou um total de sete cirurgias, porém
em nenhum caso a sobrevida foi maior que 23 dias. O aumento da sobrevida pos-

transplante hepatico ocorreu em Cambridge, num grupo liderado por Roy Calne.

Com a introdugfio de novos agentes imunossupressores, em 1978, como a
ciclosporina combinada com a prednisona, aumentou-se para 80% a sobrevida apés um ano
de cirurgia. No inicio dos anos 80, o transplante hepatico passou de um procedimento
experimental para a terapéutica de escolha no tratamento das doencas crdnicas ou agudas
do figado.

Desde o inicio dos transplantes hepaticos até hoje, foram realizadas mais de
50.000 cirurgias mundiais, a maioria, nos ultimos dez anos (European Liver Transplant
Registry; Villejuif, 1997).

No Brasil, o desenvolvimento do transplante hepético, a partir de 1985, foi
realizado no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sio
Paulo. Atualmente estes procedimentos vém sendo realizados em instituigses publicas e

privadas, diferenciando-se em sua infra-estrutura tecnoldgica.

Introducdo
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O Citomegalovirus Humano (HCMV) foi inicialmente relacionado por Ribbert
(1904), ao agente etiolégico da “Doenga de Inclusio Citomegalica”, cuja denominag¢&o
deriva-se do efeito citopatico caracteristico, representado pelos aumentos dos volumes
celulares por inclusdes intranucleares e citoplasmaticas observadas nos tecidos infectados
(WELLER & HANSHAW, 1962; WELLER, 1970; MURRAY, 1997).

COLE & KUTTNER (1926) demonstraram a transmissao do HCMV em cobaia
e sugeriram que este agente possuia caracteristicas de virus e que sua infecgdo seria
espécie-especifica. A primeira evidéncia de que o virus de glandula salivar era
relativamente freqiiente veio do trabalho de FARBER & WOLBACH (1932) que
demonstraram ter encontrado células citomegélicas tipicas em 12% de 183 criangas
estudadas. Em 1954, MARGARETH SMITH, usando a infecgdo salivar de camundongo

como modelo, conseguiu isolar o virus em cultura de tecidos (SMITH, 1956).

Em 1956 e 1957, foram publicados diversos trabathos, por SMITH, ROWE e
WELLER, sobre o isolamento de um virus dos tecidos de criangas com manifestagdes
clinicas de infecgdo provével pelo HCMV (DREW, 1988; COSTA, 1999).

A partir de 1960, com a enorme evolugdo nos procedimentos cirurgicos para
transplantes renais e cardiacos, a infecgdo pelo HCMV passou a ser reconhecida como uma
entidade de grande importincia clinica. Nesta ocasido, também WELLER et al (1957)

sugeriram o nome citomegalovirose em substitui¢do a nomenclatura antiga.

Em 1979, o Grupo de Estudos dos Herpesvirus do Comité Internacional
classificou a familia Herpesviridae em trés subfamilias: virus herpes simples
(Alphaherpesvirinae), citomegalovirus (Betaherpesvirinae) € Vvirus linfoproliferativo
(Gammaherpesvirinae) (HO, 1991).

Em 1980, foi iniciada a utilizagdo de medidas para o controle do virus, nos
grupos de risco por meio de agentes antivirais e de intervengbes imunologicas e, mais
atualmente, os avangos para a compreensdo dessa virose estdo relacionados aos aspectos
moleculares da infecg@io e controle clinico, principalmente nos grupos de risco (RUBIN,
1990; COSTA, 1999).

Introduclo
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1.2. CARACTERISTICAS BIOLOGICAS DO HCMV

A classificagdo do citomegalovirus é baseada nas propriedades biologicas de
especificidade do hospedeiro, ciclo de replicagdo lento e efeitos citopaticos. O HCMV & um
membro espécie-especifico da familia Herpesviridae, subfamilia Betaherpesvirinae e
género Cytomegalovirus. E considerado um virus complexo, sendo 0 maior membro da
familia, com didmetro de aproximadamente 200nm, e possui uma ultra-estrutura
semelhante a de outros Herpes-virus. E também conhecido como Herpes Virus Humano
tipo 5 (HHV-5) (BROWN & ABERNATHY, 1998; COSTA, 1999).

O genoma viral é composto por uma cadeia dupla de DNA (4cido
desoxirribonucléico) linear contendo 240 kilobases, que codifica 33 protefnas estruturais e
um nimero indefinido de protenas ndo estruturais, sendo algumas delas conhecidas por
serem imunogénicas e desencadearem resposta humoral especifica. O virion consiste de um
nicleo de 64 nm envolto por um capsidio de forma icosaédrica, contendo 162 capsdmeros ¢
medindo 100 nm. Possui, ainda, um envelope pleomérfico complexo que consiste de, pelo
menos, seis glicoproteinas, sendo trés achadas em grande quantidade e consideradas como
as maiores constituintes, tendo sitios antigénicos para anticorpos neutralizantes.
(MUSTAFA, 1994; COSTA, 1999). Os desenhos esquematicos do virus encontram-se nas

Figuras 1 e 2.
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(apsomero

Cadeio Dupla

de DNA

FIGURA 1: Estrutura esquemitica do citomegalovirus humano, mostrando o envelope,

capsdmero, nucleocapsideo e a cadeia de DNA
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FIGURA 2: Estrutura do citomegalovirus humano, pela microscopia eletronica

O virus ¢ bastante termolabil e sua vida média a 37° C & de apenas 45 minutos,
sendo totalmente inativado a 56° C por 30 minutos, pelo pH menor que 5, pela exposigio
ao eter a 20% por duas horas, pela luz ultravioleta por cinco minutos, ciclos de
congelamento e descongelamento e é mais estdvel na urina a 4°C. (DREW, 1988; BROWN
& ABERNATHY, 1998; COSTA, 1999).

O ciclo replicativo do HCMV apresenta padrdo similar aos demais herpes-virus.
Ap6s infeccdo e incorporagdo do material genético, um pequeno nimero de genes ¢
transcrito, codificando protefnas que auto-regulam sua expressdo. Os genes virais sdo
expressos por periodos: imediatamente precoce ou IE (“immediate early”) de duragdo de 0
a 2 horas, precoce ou E (“early™), de 2 a 24 horas, e tardio ou L (“late”), com 24 horas pos-
infeccdo e, as proteinas sdo classificadas como alfa, beta ou gama, respectivamente. As
proteinas sintetizadas durante os periodos IE e E sio geralmente associadas a regulagio da
replicacdo do virus, enquanto as sintetizadas no periodo L sdo elementos estruturais

(STRAUS, 1990; COLIMOM & MICHELSON, 1990).
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1.3. REPLICACAO E PATOGENESE DO HCMV

O HMCV tem por caracteristica a replica¢do lenta em cultura celular e também
nos hospedeiros infectados, quando pode manter a infeccdio por periodos prolongados ou
permanecer em estado latente. Para iniciar o quadro infeccioso, € necessario que O virus
seja adsorvido aos receptores de superficie celular, seguido da fusdo do envelope viral com
lamela externa na membrana citoplasmatica. Desnuda o capsideo no citoplasma € 0 genoma
viral inicia sua replicagdo no nucleo celular, onde ocorrem transcrigdes, replicagdes do

DNA viral e produgéo de novos capsideos (SILVA, 2000).

O padrio de replicagdo do HCMYV ¢é similar a do HSV (virus Herpes simples),
inicia-se aproximadamente 12 horas apés a infecgdo, e seu ciclo replicativo pode ser

dividido em trés periodos: precoce imediato, precoce € tardio, a saber:

I. IE (alfa) — periodo imediato ou alfa: ocorre a transcrigdo de segmentos
especificos do genoma e a produgdo de proteinas chamadas precoces
imediatas; tem a duragdo de duas a quatro horas apés a infec¢do; os mRNAs
sio transportados e traduzidos; ocorre a produgdo de proteinas que
permitem ao virus ter o controle da sintese macromolecular da célula
hospedeira. Os genes transcritos podem ter influéncia na expressio de outros

genes virais.

2. E (beta) — periodo precoce ou beta: ¢ caracterizado pela transcrigdo e
replicagdo continua de grande parte do DNA viral, produgdo de proteinas

como a DNA polimerase; possui a duragao de 24 horas ou mais;

3. L (gama) — periodo tardio ou gama: 0s componentes virais sdo produzidos,
h4 montagem e liberagdo de novos virions e esse periodo tem a duragdo de

36 a 48 horas (STTINSKI, 1990; MUSTAFA, 1994).

O HCMV, assim como 0s outros herpes-virus, possuem trés caracteristicas
importantes: a laténcia, a associagdo celular e a reativacio. A laténcia explica o fato de que,
uma vez infectado com este virus, o paciente estard infectado por toda a sua vida, mesmo
sem evidéncia de replicagdo viral ativa; a infecgdo primaria é seguida por infec¢do
persistente ¢ / ou recorrente causada pela ativagdo do virus latente; a reinfecgdo tambem

pode ocorrer devido a diversidade antigénica do HCMV.
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A associago celular significa que o virus € transmitido entre individuos e
dissemina-se célula a célula, sendo a imunidade celular essencial para a defesa do
hospedeiro, a qual ¢ mediada por linfécitos T citotoxicos antigeno - especificos
(RUBIN, 1990).

Normalmente a infec¢go pelo HCMV ¢ subclinica, porém, em certas condigdes
como aquelas encontradas em pacientes com deficiéncia imunolégica ou em criangas
desnutridas ou com infec¢Ges congénitas, o quadro clinico apresentado pode ser grave e

muitas vezes conduzir 4 morte (HO,1990).

O HCMV ¢ uma importante causa de morbidade e mortalidade em
imunocomprometidos. Entre os pacientes com alto risco de contrair infec¢do pelo HCMV
estdo aqueles submetidos a transplantes hepatico, renal, medula Ossea, coragdo, e aqueles
com sindrome de imunodeficiéncia adquirida (SIDA) e aqueles submetidos & quimioterapia
antineopldsica. O uso cada vez mais comum de medicamentos imunossupressores tem
contribuido para o aumento das infecgdes pelo HCMV (HO, 1990).

1.4. TRANSMISSAO E EPIDEMIOLOGIA DO HCMYV.

A incidéncia da infecgiio pelo HCMV ocorre praticamente em todas as regides
do mundo (KRECH,1973). A soroprevaléncia dos anticorpos para o HCMV, ndo depende
tanto da drea geografica, mas sim do nivel sécio econdmico das comunidades estudadas
(HUNTER, 1983; PANNUTI et al, 1987).

Os estudos atuais somente demonstraram hospedeiros humanos para 0o HCMV,
sendo transmitido por contato direto, via transmissdo horizontal e vertical, tais como:
secregbes orofaringeas, ligrimas, secregdes cervicais e vaginais, liquido seminal, leite
materno, urina, fezes e sangue. Ao lado de varias formas de infecgio natural, 0 HCMV
pode ser transmitido iatrogenicamente, por meio de transfusbes de sangue ou por
transplante de 6rgdos (ALFORD & BRITT, 1990; BRUGGEMAN, 1993; BROWN &
ABERNATHY, 1998).
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As pesquisas correlacionando a idade e as prevaléncias da infecgdo pelo HCMV
sugerem dois periodos de maior incidéncia da infecgdio: o periodo perinatal, via canal do
parto, leite materno, banco de leite e contato com criancas contaminadas € o periodo de
maturidade sexual, em contatos homossexuais ou heterossexuais (DREW, 1988;
MUSTAFA, 1994; BROWN & ABERNATHY, 1998).

Uma vez infectado com HCMV, o individuo ndo elimina mais o Virus,
permanecendo em estado de laténcia podendo ser reativado em condigdes especiais (SHEN
et al., 1996; BRUGGEMAN et al., 1999).

A doenga clinica causada pelo HCMV ¢ resultante de trés padrdes
epidemiolégicos distintos: infecgdo primaria, quando ocorre em pacientes previamente
soronegativos; infeccio secundaria quando ocorre reativacio de infecgdo latente e
reinfecgdo quando ocorre por outras linhagens do virus (HIBBERD & SNYDMAM, 1995;
MURRAY, 1997; PATEL & PAYVA, 1997; MAYA & AZULAY, 2000). A
sintomatologia ¢ distinta nas diferentes formas de doenga clinica: dois tergos dos pacientes
com infecgdo priméria sdo sintomaticos, menos de 20% na reativagdo viral tém sintomas €
cerca de 40% dos reinfectados tém sintomatologia atribuivel a0 HCMV (COSTA, 1999).

O HCMV é o agente infeccioso mais fregiiente que acomete transplantados de
o6rgaos, afetando dois tergos desses pacientes. Independente do 6rgdo transplantado, a alta
prevaléncia ¢ devido & capacidade do virus de permanecer latente por longo periodo ¢
também & propriedade de reativar-se em condigdes especiais, sendo de relevancia a
ativagio do HCMV o uso de terapia imunossupressora. (RUBIN, R.H,; LEAVIN, M.;
COHEN, C., 1979).

Sintomatologias concernentes a replicagéio viral sdo observadas dentro de um

periodo de um a quatro meses apds o transplante. (RUBIN, 1990).

A citomegalovirose é a maior causa de morbidade durante as primeiras 14
semanas ap6s o transplante hepético, aumentando tanto o custo quanto o tempo de
permanéncia no hospital. Assim, o HCMV causa tanto aumento na morbidade quanto na
mortalidade, uma vez que esta infecgdo predispde a superinfec¢do com outros patégenos
oportunistas, assim como aumenta O [iscO de rejeicio do Orgdo transplantado.
(SUTHERLAND et al., 1992)

Introducdio
38



Quanto ao transplante hepatico, 0 HCMV ¢ a maior causa de infecgdo apés a
cirurgia, sendo sua prevaléncia de 20 a 60% nesses pacientes. Entre os pacientes com
infecgdo ativa, aproximadamente 80% desenvolverdo manifestacdes clinicas da doenga
(COPE et al.,, 1997). Estes valores aumentam consideravelmente quando o receptor é
soronegativo antes do transplante € o doador & soro-positivo. Nestes casos, a primo-
infec¢do ocorre em 80 a 100% dos casos, dos quais 50 a 70% desenvolvem doenga clinica
pelo HCMV (GANE et al., 1997).

1.5. MANIFESTAGOES CLINICAS DO HCMYV.

O quadro clinico do paciente imunocompetente com HCMV pode transcorrer
de forma assintomética ou caracterizar-se quando as manifestagbes clinicas se fazem
presentes, similares & mononucleose infecciosa. De forma genérica, os pacientes de risco
para essa virose podem ser classificados em diferentes grupos, a saber: infec¢do congénita,
infecgdo perinatal, infecgdo em pacientes com HIV e infecgo em pacientes transplantados.

1.5.1. Infecciio congénita pelo hemv

A infeccdo congénita pelo HCMV & adquirida por transmissdo vertical e cerca
de 10% dos recém-nascidos infectados apresentam  sintomatologia pés—parto, e as
manifestacSes clinicas mais freqiientes sio prematuridade, ictericia, hepatoesplenomegalia,
petéquias, microcefalia, coriorretinite, calcificacdes perivasculares, ventriculomegalia,
diminui¢do do reflexo de sucgdio e convulsdes. A taxa de mortalidade é de 20% a 30% e
aproximadamente 90% dos sobreviventes tém seqiielas neuroldgicas, tais como: retardo
mental, perda da audigfo, diminuicio da acuidade visual; ¢ relatado que 5% a 15% dos
portadores assintomaticos podem, com o crescimento, ter uma diminuicdo da acuidade
auditiva (DREW, 1988; ALFORD & BRITT, 1990; MUSTAFA, 1994; MAYA &
AZULAY, 2000). Os achados laboratoriais podem apresentar: aumento de enzimas
hepiticas, trombocitopenia, hiperbilirrubinenia, aumento de proteinas liquéricas.
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1.5.2. Infecgdo perinatal pelo hemv

A infeccdo perinatal pelo HCMV ocorre por contaminacio durante o parto, pela
ingestdo de leite contaminado ou eventual transfusio sanguinea. Existe um periodo de
incubagdo de 4 a 12 semanas, sendo que a maioria das criancas evolui de forma
assintoméatica, porém podem ocorrer manifestagdes clinicas de hepatite, pneumonite, esta
com clinica indistinguivel de outros agentes bacterianos ou virais; também pode
assemelhar-se a mononucleose, apresentando linfocitose com neutropenia, trombocitopenia
e anemia hemolitica (MAYA & AZULAY, 2000).

1.5.3. Infec¢iio pelo hemv em pacientes com hiv

Estudos demonstram que a concomitdncia viral HCMV com HIV vem
aumentando recentemente, explicada pela maior sobrevida dos pacientes devido ao uso de
drogas anti-tetrovirais ou o uso precoce de medicagio profilitica. A manifestagéo clinica
mais comum ¢é a retinite (85% dos casos), podendo ocorrer um comprometimento ocular até
a cegueira (DREW, 1988). Porém, podem também surgir esofagite, enterite, colite,
pneumonite, manifestagdes neurolégicas tais como encefalite micronodular difusa,
ventriculo-encefalite, mononeurite multipla ou polirradiculoneurite (MAYA & AZULAY,
2000).

1.5.4. Infecgio pelo hemv em pacientes transplantados

A infecgio pelo HCMV tem sido caracterizada como uma das maiores causas
de mortalidade e morbidade em pacientes imunocomprometidos, como 0s transplantados
hepaticos, renais, de medula dssea ¢ de coragdo, constituindo grupos de grande risco para
adquirir doenga grave por HCMV (PATEL & PAYA, 1997; COSTA et al., 1999). As
manifestacdes clinicas nestes casos sdo variaveis e dependentes do tipo de transplante, do
estado sorolégico do doador e do receptor, e do regime de imunossupressdo empregado

(GRUNDY, 1990).
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Neste grupo de pacientes, a infeccdo pode ser primaria, geralmente mais grave
(MUSTAFA, 1994), tendo origem em fontes diversas como o préprio enxerto ou
secunddria, quando o paciente apresenta infeccdo latente pelo HCMV (MAYA &
AZULAY, 2000).

As manifestacdes clinicas mais freqiientes s3o: pneumonia intersticial,
esofagite, gastrite, colite, retinite, febre, demora na viabilidade do enxerto em
transplantados de medula 6ssea e rejeicdo do enxerto entre os receptores de orgdo solido
como figado, rim e coragiio (LTUNGMAN & PLOTKIN, 1995).

Evidéncias de replicagdo viral e sintomas clinicos em transplantados sdo vistos
no decorrer de um a quatro meses apos o transplante (COSTA, 1999).

1.6. DIAGNOSTICO LABORATORIAL DO HCMV

E de suma importancia o diagndstico correto da infecgdio pelo HCMV de modo
que, associando—se os dados clinicos e laboratoriais, poder-se-4 ndo s6 identificar a
infec¢do corretamente como também verificar se & ou ndo acompanhada de manifestagdes

clinicas, o que caracteriza a doenca pelo HCMV.

O diagnéstico laboratorial pode ser realizado por meio de cinco categorias de
exames: isolamento do virus, exames citolégicos e histopatolégicos, métodos sorolégicos,
métodos moleculares, identificacio de antigenos virais (PANNUTL, et al, 1987,
CHOU,1990; SUASSUNA & MACHADO, 1992).

1.6.1. Isolamento viral
1.6.1.A - Cultura clissica

O método habitualmente empregado para a detecgdo do virus consiste em
isolamento por meio da cultura de fibroblastos humanos, em que o material suspeito é
moculado e o virus em condi¢des favoriveis, multiplica-se, determinando efeito citopatico
caracteristico. O HCMV pode ser isolado de materiais biologicos diversos, como urina,

saliva, secregdes cervicais, leite, sangue, lavados e aspirados de 6rgdos, tecidos obtidos por
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biopsia ou autépsia. Além da complexidade envolvida nos métodos de cultura de células, a
lenta replicagdio do virus faz com que seja necessario um periodo minimo de 25 dias para o
resultado final (WELLER & HANSHAW, 1962; PANNUTI, 1984). O efeito citopatico €
em geral caracteristico e suficiente para a identificagdo, mas pode ser confirmado pela
técnica de imunofluorescéncia, utilizando anticorpos poli ou monoclonais especificos

(PANNUTI et al., 1987; DREW, 1988).

1.6.1.B — Cultura rapida de isolamento viral

As utilizagdes das técnicas de cultura rapidas representam um grande avango no
diagnostico da infecgdo pelo HCMV. Com o emprego de anticorpos monoclonais, 0s
antigenos virais precoces sio detectados, permitindo uma diminuigéo consideravel no
tempo de espera em relagdo a cultura convencional, utilizando-se a técnica de
imunofluorescéncia ou imunoperoxidase. Dependendo do anticorpo utilizado, a
sensibilidade do teste é superior ao método de cultura convencional e a técnica mais atual
emprega monocamadas de fibroblastos, cultivadas sobre laminulas de vidro em placas
(“shell vials”), com pequenos volumes de meio de cultura (McKEATING et al., 1985;
DEGIROLAMI et al., 1987; AGHA et al., 1988; LELAND, HANSING, FRENCH, 1989;
LEE & HALSWORTH, 1990).

A utilizagdo das técnicas de cultura rapida representa um grande avango no
diagnéstico da infecgdo pelo HCMV (MAYA & AZULAY, 2000).

1.6.2. Métodos Sorologicos

Estes métodos detectam anticorpos produzidos contra o HCMV e ndo
apresentam grande complexidade de execugdo. O requisito principal para a obtengdo de
resultados positivos € a capacidade de o paciente apresentar resposta imunologica humoral
adequada contra o HCMV. Assim uma limitagio importante destes métodos aparece
quando ocorre redugdo na resposta imunolégica, como pode acontecer em pacientes com
imunodeficiéncias (SUASSUNA & MACHADO, 1992).
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A avaliagio sorolégica é um meio adequado de determinar uma histéria passada
de infecgio pelo HCMV, estabelecida pela presenca de anticorpos especificos da classe IgG
(MAYA & AZULAY, 2000).

Os principais métodos sorologicos utilizados para o diagnéstico das infecgdes
pelo HCMV podem ser divididos em classicos e modernos; os classicos ndo discriminam
anticorpos IgM e IgG e, dentre estes, sio os mais comuns o de neutralizagdo viral e o de
fixagio de complemento; os modernos, por sua vez, discriminam anticorpos IgM e IgG,
sendo comumentemente utilizados os de imunofluorescéncia, radioimunoensaio e
imunoensaios enziméticos (SUASSUNA & MACHADO, 1992).

1.6.2.A - Métodos sorologicos clissicos

A neutralizagdo viral foi a primeira técnica com aplicacdo clinica no
diagnostico de HCMV. E um método dificil © apresenta leitura demorada, pois € necessario
incubar o soro em teste com uma amostra do virus e, em seguida, cultivar o virus. Devido a
demora do cultivo celular, a neutralizagdo viral vem sendo abandonada como método
diagnéstico (SUASSUNA & MACHADO, 1992).

A reagdo de fixacdo de complemento para diagnéstico da infecgio pelo HCMV
€ uma técnica muito difundida e as suas principais vantagens sio: facilidade de execugdo,
disponibilidade de antigenos no coméreio ¢ amplo espectro de reatividade cruzada entre
cepas diferentes de HCMV, além de nio-reatividade com antigenos Herpes simplex ou
Varicela zoster. Um aumento do titulo inicial, de quatro vezes ou mais, em soros pareados &
considerado evidéncia de infec¢do ativa (MILLER ez al., 1989; BUFFONE et al., 1991;
SUASSANA & MACHADO, 1992; DREW, 1988).

A técnica € adequada para detecgdo de soroconversio. A principal desvantagem
da técnica é a sua baixa sensibilidade em comparagdo a outros métodos sorolégicos
(DREW, 1988).
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1.6.2.B — Métodos sorologicos modernos

Entre estes, destacam-se a imunofluorescéncia indireta (IFT), o imunoensaio

enzimitico (ELISA) e radioimunoensaio (RIA).
e Imunofluorescéncia Indireta (IFI)

A TFI apresenta maior sensibilidade, além de detectar diferentes classes de
imunoglobulinas. A especificidade da IFI para IgG pode ser comprometida pelos receptores
para a porgdo Fc de imunoglobulinas, induzidos pelo HCMV nas células utilizadas como
substrato na reagdo. As porgdes Fc de moléculas de imunoglobulina, presentes no soro
testado podem interagir com esses receptores, ocasionando resultados falso-positivos
(REYNALDS, STAGNO, ALFORD, 1979).

A TFI para anticorpos IgM, por outro lado, nio sofre a interferéncia causada
pelos receptores Fc. A expectativa para a detecgéo de IgM era de que esta pudesse permitir
diagnéstico de infecgdo priméria. No entanto, a IgM eleva-se tanto em infec¢des primarias,
como em reativagdes ou reinfeccbes e pode, em alguns casos, persistir por periodo
prolongado. Além disso, merece ser ressaltado que a detecgdo de IgM pode revelar falso-
positivos, quando existe a presenga de fator reumatéide nos soros testados, sendo necesséria
a adsor¢do desses soros com latex visando a minimizar este problema. Assim, a IFI é um
método simples, com aplicagdo clinica confidvel e com razoavel sensibilidade e
especificidade (REYNALDS, STAGNO, ALFORD, 1979).

e Imunoensaios de Ligac¢do
- Radioimunoensaio (RIA)
- Imunoensaio enzimatico (ELISA)

Ambos utilizam os mesmos principios analiticos, mudando apenas o tipo de
substancia reveladora empregado na leitura. Os RIA utilizam substancias radioativas. Para
o ELISA, emprega-se uma enzima ¢ o antigeno purificado ¢ imobilizado numa placa de
plastico, a qual o soro a ser testado € adicionado. Se na amostra existirem anticorpos contra

o antigeno imobilizado, ocorrerd a ligagdo entre os dois imunorreagentes. A seguir, O
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sistema ¢ lavado, removendo-se os anticorpos nfo ligados. Na etapa seguinte, adiciona -se
um conjugado a placa (antimunoglobulina humana, marcada com uma enzima).
Finalmente, acrescenta — se um substrato que sofre a agdo da enzima, gerando um produto
colorido, detectado visualmente ou por fotometria. A técnica permite detectar
quantitativamente diferentes classes de imunoglobulinas, possuindo boa sensibilidade e
especificidade (SUASSUANA & MACHADO, 1992).

Entre os imunoensaios de desenvolvimento mais recente podem ser destacados:
0 imunoensaio com particulas de latex, que ¢ um dos mais promissores testes soroldgicos,
por ter elevada sensibilidade, especificidade e ser rapido; o imunoensaio fluorescente em
fase solida, com desempenho bom em relagdo aos outros testes ja citados, ainda que o alto
custo do equipamento necessario para a sua realizacdo limita o uso do mesmo
(BECKWITH et al, 1985) e, finalmente, o ensaio com antigeno imobilizado em
membrana. Este teste € rapido, com leitura visual de bom rendimento, porém, de alto custo
(SUASSANA & MACHADO, 1992).

1.6.3. Exames citologicos e histopatolégicos
1.6.3.A - Citolégicos

Os métodos citologicos para a identificacdo do HCMV podem ser realizados
em lavados, secrecdes e aspirados de tecidos (DREW, 1988; MAYA & AZULAY, 2000).
Em geral, é um método sem muita sensibilidade e especificidade (SUASSUNA &
MACHADO, 1992).

1.6.3. B - Histopatolégicos

O diagnéstico da presenca do HCMV em cortes de tecidos € feito por meio da
visualizagdo das inclusdes tipicas. O achado de células com inclusdes tipicas permite,
muitas vezes, atribuir ao HCMV a disfuncéo ou lesdo do 6rgdo estudado. No entanto, este
método € considerado de baixa sensibilidade, mas evidencia a doenga tecidual invasiva
(SUASSUNA & MACHADO, 1992; MAYA & AZULAY, 2000).
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Métodos de imuno—histoquimica ou hibridizacéo in situ associada a esta técnica
podem melhorar sua sensibilidade e especificidade. As vantagens das técnicas histologicas
sio: baixo custo, simplicidade e disponibilidade, quase universal, do equipamento
requerido para a sua utilizagio (MAYA & AZULAY, 2000).

1.6.4. Identificaciio de antigenos virais - antigenemia

A identificagio do antigeno do HCMV em leucdcitos do sangue periférico
(Antigenemia) foi desenvolvida por van der Bij ef al., em 1988, e tem sido demonstrada
como sendo uma técnica rapida (4 a 5 horas), direta e sensivel na detecgdo quantitativa do
HCMV. (THE et al., 1990).

A Antigenemia é baseada na detecgfio imunocitoquimica direta de proteinas da
matriz viral (pp65) em leucécitos do sangue periférico, usando uma mistura de anticorpos
monoclonais (C10 e C11), diretamente contra essas proteinas; estes anticorpos possuem
especificidade pelo antigeno pp65 codificado pelo HCMV, ndo detecta reagéio cruzada com
células infectadas por outros virus pertencentes ao herpes-virus e nio reagem com outras
células. (BOECKH & BOIVIN, 1998).

O antigeno pp65 ¢ a proteina viral dominante que se pode detectar nos
leucocitos de sangue periférico durante as infecgdes ativas. O numero de leucdcitos
positivos para pp65 pode variar de 1 .a 100 X 10° leucécitos em infecgdes sintométicas (van
der BIJ et al., 1988).

O teste da Antigenemia ¢ um método sensivel para a estimativa da carga viral
sistémica do HCMV e pode ser detectado de vérios dias a uma semana antes do
aparecimento dos sintomas (THE e al., 1990)

A vantagem da Antigenemia € que pode ser facilmente quantificada, revelando
uma estimativa da carga viral, que é 1til na diferenciagdo de doenga pelo HCMV de outras
complicagdes; na avaliago da eficacia da terapia antiviral e, posteriormente, na detecgio
precoce da resisténcia ao medicamento. Com relagdo ao valor da Antigenemia, existem
relatos de que quando surgem 2 a 5 células coradas por 50.000 polimorfonucleares
analisados, ocorre um risco de 10% de desenvolver doenca pelo HCMV, enquanto que se
houver mais de 50 células por 50.000 polimorfonucleares, o risco € superior a 70% (THE et
al ,1992).
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A desvantagem € que a amostra deve ser processada em curto espaco de tempo,
sendo recomendével até 8 horas apds a coleta. Em pacientes com grave neutropenia, o
exame ndo pode ser realizado em funcio da baixa contagem de granuldcitos (BOECKH et
al., 1992; BOECKH & BOIVIN, 1998; MAYA E AZULAY, 2000).

1.6.5. Métodos moleculares
1.6.5.A - Hibridiza¢io de acidos nucléicos

O desenvolvimento de técnicas de DNA recombinante, com a conseqiiente
clonagem e caracterizagdo do HCMV, tornou possivel a detecgdo deste virus em amostras
biolégicas, por meio de hibridiza¢do com sondas especificas para 0 HCMV (CHOU &
MERIGAN, 1983; KAHAN & LAUDERS, 1985).

Os métodos de diagnésticos com base na hibridizagdo de DNA apresentam
vantagens significativas sobre as técnicas classicas, destacando-se a precocidade no
diagnéstico, a sensibilidade e especificidade. Embora represente um grande avango na
metodologia diagnéstica do HCMV, essas técnicas tém inconvenientes, devido 2
complexidade envolvida na sua realizagdo (requer material ¢ estrutura laboratorial nem
sempre disponiveis), e a utilizagdo de isétopos radioativos (MAYA & AZULAY, 2000).
Além disso, embora sensivel, estima-se que sejam necessarias de 30.000 a 40.000 particulas
de virus presentes na amostra para se conseguir uma detecgio precisa (CHOU &
MERIGAN, 1983; KAHAN & LAUDERS, 1985).

1.6.5.B - Reagio em cadeia da polimerase (pcr)

Com a introdugio da amplificacdo de DNA, por meio da reacdo em cadeia
catalisada pela polimerase (PCR), a deteccdio do HCMV foi levada a efeito em amostras
contendo pequeno numero de cépias do virus, A amplificagdo génica pela PCR é um
método de biologia molecular que permite a produgdo de grande quantidade de fragmentos
especificos de DNA, a partir de substratos complexos e em concentra¢des diminutas
(SAIKI, SCHARF, FALOONA, 1985).
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Basicamente, este procedimento permite a amplificagdo de um fragmento
especifico de DNA, escolhido pelo investigador, cuja concentragdo final excede, em
milhares de vezes, a inicial. A PCR é capaz de aumentar significativamente o nimero do
fragmento génico escolhido, por meio da sintese enzimatica de numerosas copias da porcdo
original (COSTA, 1994).

De maneira sucinta, este procedimento consiste em repetidos ciclos de sintese
de DNA, por meio de dois “primers“ com orientagbes opostas, isto €, dois segmentos de
aproximadamente 20 nucleotideos, com seqiiéncias complementares as das duas
extremidades do fragmento alvo, e levados a efeito por uma reagdio enzimatica, mediada
pela polimerase de atividade em elevadas temperaturas (“Taq polimerase™). Cada ciclo de
reagio de amplificagdo é constituido por trés fases distintas:

e Desnaturagio: separagio das hélices do DNA a ser amplificado;

e Anelamento: ligagio complementar entre os “primers” e o DNA a ser
amplificado;

e Extensdo: sintese do DNA pela “Taq polimerase”.

A orientagio dos “primers” faz com que a sintese de DNA ocorra na regido
interna entre eles. Assim, o produto da extensio de um “primer” é utilizado como substrato
para o outro, o que resulta, em cada ciclo, na duplicagéo da quantidade de DNA sintetizada
da fase precedente. Portanto, o nimero de copias do fragmento alvo tem um aumento
exponencial , facultando, no final de 30 ciclos, um acréscimo da ordem de 10° copias,
valendo-se de uma tnica célula (SAIKI, SCHARF, FALOONA, 1985; COSTA, 1994).

Embora a reagio em cadeia da polimerase seja extremamente sensivel, algumas
consideragbes devem ser ressaltadas: a alta sensibilidade do método levanta a questéo da
possivel detecgio de genoma de particulas virais defectivas, incapazes de produzir
infec¢io. A PCR positiva indica replicagéo viral, mas nio € necessariamente diagnéstico de
doenca pelo HCMV (MAYA & AZULAY, 2000).
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A técnica ¢ muito suscetivel a contaminagio por produtos de amplifica¢Ses
prévias, podendo resultar em falsos — positivos, sendo necessarios procedimentos especiais
no laboratério para se evitar tal problema e a reagfo falso—negativa pode ser resultante da
variagdo génica entre as diferentes linhagens de HCMV (KWOK & HIGUSHI, 1989;
MAYA & AZULAY, 2000). Além disso, por serem reagdes enzimdticas, varias substancias
presentes no material examinado podem inibir a reacdo, levando a resultados falso-
negativos (BUFFONE et al.,1991; KHAN et al.,1991)

Com base nos trabalhos pioneiros de SHIBATA et al. (1988), a técnica de PCR
foi introduzida na literatura para diagnéstico da infecgdo pelo HCMV, nos vérios grupos de
riscos para esta doenga. A escolha de “primers” para a amplificagdo clinica requer o uso de
seqiiéncias gendmicas que sdo altamente conservadas entre HCMV distintos. Esta escolha é

fundamental para garantir sensibilidade e especificidade para o teste.

Varios trabalhos (OLIVE et al., 1989; EVANS et al., 1998) tém sugerido, que a
técnica PCR para diagnéstico da infecgdo pelo HCMV produz resultados compativeis a
cultura classica, atingindo 100% de especificidade e 93% de sensibilidade, sendo, no
entanto, uma metodologia mais rdpida. Em todos os trabalhos, os resultados foram
alcangados apés hibridizagio do produto da amplificagdo simples, com sondas especificas
marcadas com Pj3;. Uma vantagem importante desta técnica em relacdio a detecgdo de

antigeno estd na maior facilidade de conservagdo do material (MAYA & AZULAY, 2000).

Maior sensibilidade e especificidade foram alcancadas pela técnica de “Nested-
PCR” (BRYTTING et al., 1991). Esta variagio da PCR ¢ uma técnica que amplifica uma
seqiiéneia alvo em dois passos: na primeira amplificagfo, utiliza-se um par de “primers”
especificos para um fragmento alvo desejado; a partir do produto desta primeira reagdo, um
novo par de “primers” ¢ utilizado para uma regido interna ao fragmento anterior, por isso 0

aumento da sensibilidade e especificidade da reago.

Além disso, “Nested-PCR” permite um diagnéstico mais rapido que a PCR
simples seguida da hibridizagdo especifica (CHOU, 1990; BRAINARD, 1984).
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Amplificacdo do DNA- CMV pela “Nested” PCR

DNA gendmico

I:':_'> primers sense (MIE4)

e antisense (MIES)
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12. amplificag@o
primers sense (IE1)
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FIGURA 3: Amplificagdo do dna por “nested—per”.
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Detec¢do de DNA- CMV pela “Nested” PCR
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agarose
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FIGURA 4: Detecgdo de dna-hemv pela “nested-per”
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1.7. PROFILAXIA E MONITORIZACAO DA INFECCAO PELO HCMV

A administragdo profildtica de medicamentos antivirais tem sido efetiva em
reduzir a infecgdo por HCMV em pacientes submetidos a transplante de orgdos
(SNYDMAN et al., 1993) e o efeito sinérgico do emprego de imunoglobulina com agente

antiviral tem sido de relevante importancia na profilaxia da infecgdo e doenga pelo HCMV.

O tratamento da doenca ativa causada pelo HCMV est4, na atualidade, limitada
a pacientes imunocomprometidos e restrita a dois agentes antivirais: ganciclovir e
foscarnet, ambos com agdio inibidora da replicagdo viral, enquanto administrados

(BALFOUR, 1990).

O ganciclovir, analogo nucleosideo inibidor da DNA polimerase viral, ao se
incorporar ao DNA do virus, provoca o término da duplicagdo do DNA e, desta forma, o da
replicagio viral (CRUMPACKER, 1996). Sua aplicacdo pode ser feita por meio de uma
dose de ataque de 5 miligramas por kilograma/peso (mg/Kg) intravenoso, de 12 em 12
horas, com dose total de 10 mg/Kg/dia, por trés semanas, seguido por uma dose profilatica

de 5mg/Kg, intravenoso, por cinco dias.

A partir do mecanismo de agdio do ganciclovir, verifica-se que € capaz de inibir
apenas a replicacdo viral, porém, os virus latentes, os quais ndo sintetizam nenhum DNA
durante o tratamento, ndo serdio eliminados; conseqiientemente, os virus ndo podem ser
removidos do organismo e recorréncias e reativagdes sdo possiveis, mesmo apos um

tratamento efetivo (SMITH et al., 1997).

Na prevengdio da infecgdio ativa pelo HCMV e, por conseqiiéncia da doenga
associada, o ganciclovir tem se mostrado eficiente (SCHIMDT et al, 1991); e com a
detecgiio precoce da infecgfo, a terapia com esse medicamento reduz significativamente a

evolugio para doenga (GERNA er al., 1991; WINSTON et al., 1993).

Existem duas alternativas distintas para se evitar a ocorréncia da doenga em um
grupo de pacientes sob risco de doenga pelo HCMV: a primeira ¢ a administrar ganciclovir
em todos os pacientes soropositivos, porém este tratamento expde um numero substancial

de pacientes a um medicamento potencialmente toxico; a segunda alternativa ¢ a utilizagao
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de métodos laboratoriais mais répidos e sensiveis que permitam a detecgdo precoce de
replicagdo viral ativa, evitando custos e toxicidade desnecessarios de terapéutica especifica
e monitoramento (GOODRICH et al., 1991; SCHMIDT et al., 1991; WINSTON et
al.,1993). Cuidados profilaticos devem ser tomados com pacientes soronegativos de

doadores soropositivos.

O ganciclovir pode causar granulocitopenia, trombocitopenia, azoospermia e
elevagdo sérica da creatinina, por ser nefrotéxico (CRUMPACKER, 1996); porém estes
efeitos colaterais sio reversiveis com a interrup¢do do medicamento. Este medicamento
pode também ser utilizado profilaticamente em pacientes de alto risco (doador positivo e

receptor soronegativo) para a infecgfo ativa e a doenca pelo HCMV.

O foscarnet (icido fosfonoformico) é um andlogo do pirofosfato que inibe a
sintese de DNA polimerase (BALFOUR, 1990). Apresenta dois atributos: ndo &
mielotoxico ¢ € efetivo em cepas de HCMV resistentes ao ganciclovir. Seu uso se faz na
dose de 60mg/Kg, de 8 em 8 horas via endovenosa, por 3 semanas, e a dose de manutengio
¢ de 120mg/Kg, uma vez ao dia via endovenosa, cinco a sete dias. Tem como efeito
colateral a nefrotoxicidade, elevando os niveis da creatinina sérica e, também, causando
hipercalcemia, hipofosfatemia, convulsdes e tilceras penianas ou vulvares (DREW, 1992).

Novas drogas com agio anti-HCMV » €omo o lobucavir e o cidofovir, ainda se
encontram em fase de avaliaggo.

Em virtude da importancia clinica do Citomegalovirus Humano nos pacientes
transplantados hepéticos, a razdo deste trabalho se faz presente.
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2. OBJETIVOS
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Baseando-se na importancia clinica do Citomegalovirus Humano em
imunodeprimidos, em especial os transplantados hepéticos, este trabalho, teve como

objetivos principais:

1. Estudar prospectivamente pacientes submetidos a transplante hepatico no
Hospital de Clinicas da UNICAMP, em relagio a infecgdo e doenga
causadas pelo HCMV.

2. Avaliar o método da Antigenemia na detecgdo e quantificacio do HCMV em
transplantados de figado e comparar os resultados obtidos com o método
“Nested-PCR”

3. Verificar o impacto clinico da infecgio por HCMV nos transplantados
hepéticos estudados.
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3. CASUISTICA
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No Hospital de Clinicas da UNICAMP, no periodo de setembro de 1998 a
janeiro de 2000, foram estudados prospectivamente 51 pacientes com transplante hepético
ortotopico. Destes 11 evoluiram a 6bito no transoperatério ou no pds-operatdrio imediato,
13 foram excluidos do estudo por ndo se enquadrarem nos critérios de inclusio de estudo
abaixo descritos, devido a seguimento clinico-laboratorial inadequado, restando 27
pacientes que fazem parte deste estudo, e 3 (11%) deles foram retransplantados, devido a
evolugfo clinica no pés-operatério tardio.

Nestes pacientes estudados foram coletadas amostras de sangue em tubos com
EDTA para a Antigenemia e PCR e em tubos secos para as analises sorolégicas.

Os exames laboratoriais de confirmagdio diagnéstica foram realizados no
“Laboratério de Diagndstico de Doengas Infecciosas Por Técnicas de Biologia Molecular”
do Departamento de Clinica Médica — FCM-UNICAMP. Os dados clinicos apresentados
resultam de pesquisas de prontudrios no “DAME” — Divisio de Arquivo Médico, do HC-
UNICAMP

Neste trabalho foram realizados trés tipos de métodos para a detecgdo do
HCMV:

1) Técnica sorolégica tipo ELISA para detecgo de anticorpos da classe IgM e

IgG contra 0 HCMV;
2) Reagdo em cadeia da polimerase tipo “nested” (“NESTED-PCR”) para
detecgdo de DNA viral no sangue; e

3) Antigenemia, para detecgdo e quantificacdo de antigenos do HCMV no

sangue periférico.

3.1. CRITERIOS PARA DEFINICAO DE INFECCAO ATIVA POR HCMV:

A presenca de pelo menos um dos itens abaixo foi considerada como indicativa
de infec¢do ativa por HCMV:

1. Infecgdo Primaria: soroconversdo apds o transplante, com o aparecimento
dos anticorpos IgM e IgG anti-HCMV, detectados por ELISA.
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3.

Infecgdio Secunddria: aumento significante dos titulos de anticorpos IgG
ANTI-HCMV, comparados com os titulos pré-transplante, detectados por
ELISA.

PCR: duas ou mais rea¢des de PCR positivas no sangue para HCMV.

4. Antigenemia: uma ou mais células antigeno-positivas encontradas nas

laminas dos pacientes estudados

3.2. CRITERIOS PARA CARACTERIZAR PROVAVEL DOENCA POR HCMV:

Para caracterizagdo de provavel doenga por HCMYV, além das evidéncias

laboratoriais de infecgdo ativa citadas anteriormente, faz-se necessario a presenca de

manifestagdes clinicas compativeis com aquelas sabidamente causadas pelo HCMV
(LJUNGMAN & PLOTKIN, 1995), a saber:

1.
2.

Febre maior ou igual a 38°C, por trés dias, no minimo;

Pneumonite: com sintomatologia respiratéria e achados radiolégicos, junto
com o HCMV, detectado em lavado bronquico—alveolar ou bidpsia de
pulméo;

. Doenca Gastrintestinal: com sintomatologia compativel com colite, gastrite

ou esofagite, associado com histologia ou imuno-histoquimica positiva para

HCMV de bi6psias de lesdes macroscopicas de trato gastrintestinal;

. Hepatite ou Colangite: o virus deve ser demonstrado em bidpsias hepaticas,

em combinagdo com aumento de duas vezes o valor normal de alanina-
amino—transferase (ALT) e achados histopatologicos consistentes com

hepatite ou colangite;

. Doengas Neurolégicas: sintomatologia compativel com quadro de encefalite,

mielite ou doenca difusa no sistema nervoso central, juntamente com a
detecgio do HCMV por PCR em liquido cefalorraquidiano, por cultura ou
detecgdo do antigeno;

Leucopenia:  leucécitos abaixo  de 3.000/milimetro  cubico, ou
trombocitopenia inferior a 100.000/milimetro cubicos, afastados outras

causas;

_ Retinite: com lesdes oftalmicas tipicas com ou sem provas virologicas.
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3.3. CRITERIOS DE INCLUSAO NO ESTUDO:
1. Qualquer paciente com transplante hepatico recente;
2. Consentimento do paciente para coleta de amostras de sangue para andlise;

3. Sobrevida ao transplante e acompanhamento do receptor por pelo menos um

més apos o transplante;

4. Disponibilidade do soro do receptor e se possivel também do doador antes

da realizagdo do transplante hepatico.

5. Disponibilidade do sangue do receptor durante o seguimento pds-transplante

proposto.
3.4. CRITERIOS DE SUSPENSAO OU ENCERRAMENTO:

1. Foram excluidos os pacientes que evolufrem a 6bito no ato cirdrgico ou que

ndo sobrevivam ao primeiro més pés-transplante;

2. Foram excluidos os pacientes que ndo tiveram um seguimento adequado no

pos-transplante;

3. O estudo deu-se por encerrado quando houve um nimero suficiente de
pacientes , aproximadamente vinte e sete, para analises conclusivas sobre o

proposto inicial.

A indicagdo do transplante hepatico seguiu as normas do protocolo estabelecido
pelo Grupo de Transplante Hepético do Hospital de Clinicas da UNICAMP.
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4.1. METODO SOROLOGICO ELISA:

Determinagdo de IgM e IgG anti-HCMV

Para as reagdes sorologicas, foram colhidos 8ml de sangue em tubo estéril seco.
Ap0s a separagdo dos soros, os mesmos foram armazenados a menos 20° C até sua
utilizagdo. As determinagdes de anticorpos IgM anti-HCMV por ELISA foram realizadas
com a utilizagdo de Kits comerciais “ETI-CYTOK-M” reverse (Sorin Biomédia, Italia).
Resumidamente, 100 microlitros de amostras de soros diluidas a 1:101, foram adicionadas a
orificios de placas de ELISA, sensibilizados com anticorpo monoclonal de camundongo
IgG anti-IgM humana. Apés incubagdio por 1 hora a 37°C, as placas foram lavadas quatro
vezes com solugdo salina tamponada com fosfatos (SST), contendo Tween 20 (TW). A
seguir, concentragbes apropriadas de antigeno de HCMV de conjugado (anticorpo
monoclonal de camundongo IgG anti-HCMV marcado com peroxidase) foram misturados,
e 100ul dessa solugdo foram adicionados aos orificios e as placas foram deixadas em
repouso por 1 hora a 37°C. As placas foram, entdo, lavadas com SST-TW, como ja
descrito, e 100ul do sistema substrato (tetrametilbenzidina-peréxido de hidrogénio)
adicionados aos orificios. Trinta minutos apés a adigdo do sistema substrato, as reagdes
foram bloqueadas adicionando-se aos orificios 200ul de 4cido sulfirico 1 N. As
absorbancias foram lidas a 450 e 630 nm, utilizando-se de uma leitora de ELISA (ETI-
SYSTEM READER, SORIM BIOMEDICA, Itilia). Os calculos foram realizados
automaticamente, em um programa de computagdo especifico (ETI-SYSTEM
SOFTWARE). Todas a reagdes foram realizadas em duplicata e as médias das densidades
opticas (DO) foram consideradas. Em cada ensaio, soros-controle foram incluidos para o
célculo de “cut-off”. Amostras com absorbancias maiores que o valor do “cut-off® foram

consideradas reagentes.

4.2. “NESTED-PCR”:
4.2.1. Extracdo de dna:

A extracdo de DNA foi feita por meio de aquecimento. A extragio de DNA
gendmico de leucéeitos € feita a partir de 10-20 ml no sangue periférico em frasco estéril,
utilizando-se como anticoagulante EDTA, na concentragdo de 1,5mg/ml. A amostra é
centrifugada a 2500 rpm por 10 minutos para separagdo do plasma, o qual foi descartado.
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Apds o descarte, os eritrécitos foram lisados com uma mistura de solugdes de cloreto de
amdnio (NH4CI), a 0,0114 M (5 vezes o volume de células) e bicarbonato de amdnio
(NH;HCO3), 0,01 M (0,5 vezes o volume de células). Apés 15 minutos em repouso a
temperatura ambiente, o hemolisado foi centrifugado duas vezes a 2500 rpm, por 20
minutos. O sobrenadante foi removido e o precipitado de leucéceitos lisado em solugdo
TKM1 (Tris-HCL 10mM (pH 7,6), KCI 10 mM; MgCl, 10 mM e EDTA 20 mM), sendo
centrifugados por 10 minutos a 2.500 rpm, por duas vezes sucessivas, quando foram
adicionados, 3 gotas de Triton X-100 (Nuclear), na primeira lavagem. A segunda lavagem
ndo continha nenhum desses dois ultimos especificados; o sobrenadante foi descartado e
ap6s a esta etapa, foi acrescentado, ao precipitado, a solugio TKM2 (0,8ml da solugdo
contendo Tris — HCI 10 mM (pH = 7,6); KCI 10 mM; NaCl 0,4M; MgCl, 10 mM; EDTA
2 mM; 0,025 ml de duodecil sulfato de sédio (SDS) 20%). Em seguida, o material foi
incubado durante 40 minutos a uma temperatura de 56°C e entdo foram adicionados 0,3ml
de NaCl 5 M. Nessa etapa, o precipitado foi descartado e sobrenadante transferido para um
tudo estéril. Ao sobrenadante, foram adicionados 4,0ml de etanol absoluto gelado (EtOH),
ocorrendo a precipitagdo do DNA. O precipitado foi lavado em 1,0 ml de 4lcool a 70%
gelado e a seguir foi centrifugado. Descartado o sobrenadante, o0 DNA foi seco a
temperatura ambiente e solubilizado em agua destilada, deionizada e estéril (dH>O); sendo
deixado por 8 horas em banho-maria a 37°C, ou levado a uma temperatura de
aproximadamente 4°C, por 16 horas e sua concentragéo foi estimada em espectrofotometro,
por meio do valor da densidade éptica em comprimento de onda de 260 nm (SAMBROOK,
FRITSCH, MANIATS, 1989).

4.2.2. Amplificacdo Génica pela Rea¢do em Cadeia da Polimerase (PCR)
4.2.2.A.- Condicdes de reagio:

Para rea¢do em cadeia da polimerase foi seguido o método descrito por SAIKI
et al, 1985, SHIBATA et al., 1988, com algumas modificacdes. Cada reagdo de
amplificagdo contém 0,5 a 1pg do DNA a ser estudado, (obtido das amostras de sangue

periférico, nas quais foram feitas a extragdo de DNA pelo método ja descrito) em volume
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total de 20 pl, contendo 50mM de cloreto de potéssio, 10mM de Tris (pH 8,4) 2,5 mM de
cloreto de magnésio, 0,1 mM de cada “primer”, 200 mM da mistura desoxiribonucleotideo
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP) e 2 unidades de Taq DNA polimerase. Foram completados 30

ciclos de amplificag@o para cada amostra e cada ciclo constitui de:
-Separagdo das hélices de DNA por aquecimento a 94°C durante 1 minuto;

- Ligagfo complementar entre os “Primer” e o DNA em temperatura de 55°C

por 1 minuto;
- Sintese do DNA pela Taq polimerase, em temperatura de 72°C por 1 minuto.

Trinta ciclos foram realizados automaticamente em equipamento apropriado
("DNA Thermal Cycler” Perkin Elmer/Cetus, Norwalk, Conn, EUA). As amostras foram
aquecidas inicialmente a 94° C por 7 minutos, para inativagio de qualquer atividade de
proteases que pudessem interferir com a reagéo enzimética e, no tltimo ciclo, o periodo de

extensdo (72° C) foi de 7 minutos.

4.2.2.B. Iniciadores (“Primers”):

Foram usados dois iniciadores que flanqueiam uma regido conservada nas
diversas cepas de virus, sendo especificas para 0 HCMV, nio amplificando DNA de outros
herpes-virus (Tabela 1):

TABELA 1: Seqiiéncia de nucleotideos dos iniciadores “primers” para a PCR

“primers” Seqiiéncia Sentido

MIE 4 CCA AGC GGC CTC TGA TAA CCA AGC C “sense”
localizagdo no genoma: 731 -755

MIE 5 CAG CAC CAT CCT CCT CTT CCT CTG G* “anti-sense”™

localizag8o no genoma: 1165 - 1150

OBS: O primeiro par de de “primers” (MIE4/MIES) amplifica um fragmento de 435 pb;
MIE — “Major immediate early antigen of HCMV strain Towne” (DEMMLER et al, 1988).
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4.2.2.C. “Nested-pecr”:

Utilizando-se do mesmo método descrito acima, uma aliquota do DNA

amplificado na primeira reagdo é reamplificado com o par de “primer” interno (tabela 2).

TABELA 2: Segiiéncia de nucleotideos dos iniciadores “primers” para a “NESTED-PCR”

“primers” Seqiiéncia Sentido

IE 1 CCA CCC GTG GTG CCAGCT CC “sense”
localiza¢do no genoma: 926 -945
IE 2 CCC GCT CCT CCT GAG CAC CC “anti-sense”

localiza¢do no genoma: 1087 — 1067

OBS: O segundo par de “primers” (IE1/IE2) amplifica um fragmento de 159 pb;

IE — “Immediate early” (SHIBATA et al, 1988)

As condigbes da reacdo s3o as mesmas usadas para fazer a primeira
amplificacdo (PCR).

4.2.3. Detec¢do do Fragmento Amplificado

Apds as duas reagbes de amplificacdio e reamplificagdo, Sul do “Nested PCR”
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 2%, contendo brometo de etidio, para
visualiza¢do do fragmento com luz ultravioleta. Nas amostras positivas, foi observado um
fragmento de DNA de 159 pares de bases, passo que ndo foi amplificado nenhum

fragmento nas amostras negativas.

Em todos os experimentos feitos, foi usada, como controle positivo da reagéo, a
cepa AD-169 do HCMV e, como controle negativo, a 4gua, (BRAINARD et al., 1994) para
o “NESTED-PCR”.
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4.2.4. Amplificagio Génica Pela Rea¢dio em Cadeia da Polimerase com Controle
Interno da Reacdo (utilizagido de “primers” que detectam o gene da beta-

globina)
4.2.4.A. Condicdes da Reacdo:

A reagdo em cadeia da polimerase com controle interno da reagdo seguiu o
método de SAIKI et al, 1985, para PCR simples e seguiu o método descrito por
BRAINARD et al, 1984, para o PCR duplo.

4.2.4.B. Iniciadores (“Primers”):

Foram utilizados dois iniciadores que flanqueiam uma regio constante do gene
da beta-globina (tabela 3).

TABELA 3: Seqiiéncia de nucleotideos dos iniciadores para a PCR da beta globina

“primers” Seqiiéncia 5’ - 3’ Sentido
P3 AGACAGAGAAGACTCTTG “sense”
P5 TCATTCGTCTGTTTCCCATTC “anti-sense”

“Homo sapiens genomic beta globin region (HBBC) on cromossome 117

NG. 000007/13907843

4.2.4.C. “Nested-PCR”:
Utilizando-se do mesmo método descrito acima, uma aliquota do DNA
amplificado na primeira reagdo foi reamplificado com o par de “primers” internos (tabela
4).
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TABELA 4: Seqiiéncia de nucleotideos dos iniciadores para a “NESTED-PCR da beta

globina
“primers” Seqiiéncia 5 - 3’ Sentido
110 CGTCCTATTGGTCTATTTT “sense”
109 CCCTTCTTCCTATGACATGAA  “anti-sense”
CTTAACCAT

“Homo sapiens genomic beta globin region (HBBC) on cromossome 117

NG. 000007/13907843

As condigdes da reagdo foram as mesmas para fazer a primeira amplificagio
(PCR) e as condigbes de detecgdo também foram as mesmas. Nas amostras positivas para o
HCMV foram observado um fragmento de DNA de 159 pb, ao passo que ndo foi
amplificado nenhum fragmento nas amostras negativas, enquanto que todas as amostras

foram observadas um fragmento de 357 pb correspondentes ao gene da beta-globina.

4.2.5. Cuidados Especiais para se evitar contamina¢io das amostras durante a
reacdo da PCR:

1. As amostras a serem amplificadas foram manipuladas em salas diferentes
(sala pré-PCR) daquelas onde a amplificagdo foi feita (sala pés PCR).

2. Todos os reagentes e materiais pré-PCR e pds-PCR foram preparados e

utilizados em ambientes diferentes.

3. Antes da abertura de tubos de microcentrifuga, é efetuada rapida
centrifugagdo para concentrar o liquido contido no tubo, na regido inferior e

evitar sua dispers@o por aerossol.

4. Todo material plastico (ponteiras e ependorffs) utilizado foi novo e ndo

autoclavado.

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

Mérodos
72



4.3. ANTIGENEMIA:

Para o teste de Antigenemia, seguiu-se o descrito por van der BIJ ef al., 1988;
van der BlJ e al., 1989; e JIWA et al., 1989; com algumas modifica¢des:

1. Extragdo de polimorfonucleares: as amostras de sangue foram enviadas ao
laboratério, no maximo, até seis horas ap6s a coleta, em que foram coletados
de 0.5 a 10 ml de sangue.

2. Apdés a recepgdo do sangue em tubo com EDTA, este material foi
transferido para um pléstico tipo Falcon, adicionado de 02 ml da solugdo de
Dextran 5% diluido em PBS, pH 7,4, em proporgio 4:1, ou seja, a cada 4 ml
de sangue foi adicionado 1 ml de Dextran 5%, homogeneizado por inversdo
e colocado em estante inclinada para tubos em angulo de 45° por 30 minutos
em estufa a 37°C.

3. A seguir, o sobrenadante foi transferido com pipeta Pasteur para outro tubo
de plastico de 15 ml e centrifugado por 10 minutos a 1.200 Ipm; o
sobrenadante foi desprezado e o “pellet” foi agitado no vortex

vigorosamente.

Para remover as células vermelhas persistentes, o “pellet” foi ressuspendido
com 10 ml de solugdo de Cloreto de Aménio, pH 7.4, homogeneizado e mantido a
temperatura de 4°C por 10 minutos; a seguir, foi centrifugado a 1.200 rpm por 10 minutos.
O sobrenadante foi desprezado e o pellet lavado por duas a trés vezes com PBS e
centrifugado por 10 minutos a 1.200 rpm. O sedimento celular foi ressuspendido em 200 a
1000 microlitro de PBS, dependendo da quantidade de “pellet”.

1. Preparag@o das laminas: foi preparada uma suspensio com 1,5 a 2,0 x 10°
c€lulas/ml, colocados 100 microlitros desta solugo por “cup” da
centrifugado (Marca Reva — modelo Citociclo) e centrifugados por 05
minutos a 970 rpm, com laminas feitas em duplicatas. A seguir, as laminas
foram secas, fixadas com paraformaldeido por 10 minutos, lavadas 03 a 04
vezes PBS e soro fetal bovino e permeabilizadas com Nonidet P-40 por 05
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minutos; apds nova lavagem, as laminas foram secas, embrulhadas em papel
manteiga e papel aluminio e estocadas a temperatura de menos 80°C, até o
momento da revelagdo. Apdés a preparagdo das ldminas, o precipitado de

leucécitos remanescente foi utilizado para o teste da PCR.

2. Coloragéo das ldminas: as ldminas foram secas por 10 minutos 4 temperatura
ambiente ¢ a drea da reagdo foi delimitada com esmalte.

O anticorpo monoclonal utilizado foi o CLONAB HCMV do laboratério
BIOTEST AG (Dreieck-W — Germany), contendo uma combinagdo de anticorpos

monoclonais C-10 e C-11, que reconhecem o antigeno pp65.

As laminas foram rinsadas com PBS e escorridas. A seguir, foram aplicados 35
microlitros de monoclonal diluido 1:10 em PBS por 4rea de reagdo, incubados por 45
minutos em camara imida em temperatura ambiente. A drea de reagdo na ldmina, a partir
deste ponto, nio podera mais secar. A seguir, as laminas fora lavadas por 03 vezes, em
PBS, 05 minutos cada. O conjugado utilizado foi o “antimouse™ marcado com peroxidase
do Laboratério BIOTEST — AG. Foram utilizados 35 microlitros do conjugado “anti-
mouse” peroxidase diluido a 1:40 em PBS na érea da reagdo, a seguir, as laminas foram
incubadas em temperatura ambiente, em cdmara imida e, apos, foram lavadas por 03 vezes

com PBS, 05 minutos cada lavagem.

As laminas foram cobertas com solugdo de AEC (amino-eatil-carbazol —
SIGMA), recém preparada (20 microlitros de AEC dissolvida em 05 ml de
dimetilformamida — Sigma e 100 ml de tampéo acetato de sédio 0,1 M, pH 4,9). Filtrado, se
necessario, e adicionado 50 microlitros de dgua oxigenada a 30%, mantida na escura até o
uso. As ldminas foram deixadas na solu¢do de AEC, no escuro, por 08 minutos, a
temperatura ambiente. A seguir, foram lavadas por 10 minutos, com tampdo acetato de
sodio 0,1 M, pH 4,9. Finalmente, foram lavadas 3 vezes com agua destilada, em 1 minuto,

2 minutos e 5 minutos.
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3. As laminas foram coradas com hematoxilina de Mayer, marca MERCK. na
dilui¢do de 1:10, por 20 a 30 segundos e, a seguir, foram lavadas com 4gua

destilada até eliminar todo o corante e montadas com glicerina tamponada.

4. Leitura das laminas: foi utilizado um microscopio 6tico, marca NIKON, e
foram observadas: células positivas, com micleo marrom, com coloragéo
total ou perinuclear em polimorfonucleares e ocasionalmente em monécitos

e c€lulas negativas, com niicleo azul.

4.4. ANALISES DE DADOS

Nas analises dos dados obtidos foi tomado como padrio a “Nested-PCR” (Gold
Standard), em relagdo a Antigenemia e as manifestagdes clinicas pelo HCMV, e entdo
realizada uma anélise descritiva por meio de tabelas de freqiiéncia e medidas de posigéo e

dispersdo.
Foram avaliados:

» Sensibilidade € definida como sendo a propor¢do dos individuos com a
doenga que tem um teste positivo para a mesma, ou ainda, como a

capacidade do método de identificar corretamente os individuos com doenga;

» Especificidade ¢ definida como a proporgéo dos individuos sem a doenga
que tem um teste negativo, ou ainda, como a capacidade do teste diagnéstico

de identificar corretamente a auséncia da doenga;

» Acuracia € definida como sendo a propor¢do de todos os resultados corretos
dos testes, tanto positivos quanto os negativos, ou seja, a fracdo dos casos

em que o teste concorda com o padrio;

» valor preditivo positivo € negativo sdo definidos como resultados positivos e

negativos sem doenga, respectivamente (FILHO & MARCOPITO, 1984).
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5. RESULTADOS
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5.1. PRE-TRANSPLANTE:

No periodo pré-transplante foram obtidos dados que revelam as caracteristicas
gerais dos pacientes submetidos a transplante hepatico, dos 27 pacientes receptores, 22
(81,5%) destes eram do sexo masculino e 5 (18,5%) do sexo feminino. As idades variaram
de 16 a 64 anos, com média de 43,6 anos (tabela 5).

TABELA §: Caracteristicas dos receptores de transplante hepatico

Total de receptores 27
Idade (anos) 43,59 (16 —64)
Sexo M /F) 22105

Os dados relacionando o nimero de receptores, a idade na qual cada paciente
foi submetido ao transplante, o sexo, a doenga de base que evolui ao transplante e a data no
qual foi realizado o ato cirurgico no HC-UNICAMP encontram-se detalhados no Apéndice
8

A tabela 6 mostra o nimero de pacientes receptores acometidos pelas diferentes
doencas, entre as principais estdo: a Cirrose por virus C, Cirrose Alcodlica, Neoplasia
Hepética, Cirrose Biliar Primaria, Hepatite Autoimune, sendo que a predominancia se faz
pela Hepatite C.

TABELA 6: Principais doengas dos receptores hepaticos

Doen¢a Base Pacientes %
Cirrose Hepatica por Virus C isoladamente 11 40,74
Cirrose Alcodlica e Virus C 5 18,52
Cirrose Alcodlica isoladamente 4 14,81
Cirrose Hepética por Virus B 2 7,41
Colangite esclerosante 2 7,41
Cirrose Hepdtica e Neoplasia 1 3,7
Cirrose Biliar Primaria e Histiocitose 1 3.7
Cirrose Auto-imune 1 3.7
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Neste periodo foi feita a determinagdo do status soroldgico (IgG e IgM anti
HCMYV por ELISA) do doador e do receptor do transplante hepético, o qual € importante na
distingio subseqiiente de infecgdo primaria da secundaria. A tabela 7 mostra os dados

comparativos quanto a sorologia por IgM e IgG.

Quanto aos resultados obtidos, observa-se que, em relagdo aos anticorpos da
classe IgG obteve-se entre os doadores, 10/12 (83%) de positividade e 24/26 (92%) entre os
receptores. Dos doadores, 0/11 (0%) apresentaram anticorpos da classe IgM negativos e

2/19 (10%) receptores foram negativos.

TABELA 7: Status sorolégico (ELISA) do doador e receptor no pré-transplante quanto a

sorologia por IgM e IgG
IsM ' e
Positivo Porcentagem Positivo Porcentagem
Doador 0/11 0 10/12 83
Receptor 2/19 10 24/26 92

A seguir tem-se os dados comparativos da Reacdo em Cadeia da Polimerase

(“Nested-PCR™) e da Antigenemia do doador e do receptor no pré-transplante (tabela 8)

Pela “Nested-PCR”, detectou-se no pré-transplante, 3/15 (20%) doadores
positivos, e 3/20 (15%) receptores positivos; em relagdo a Antigenemia, nenhum doador
apresentou resultado positivo. Entre os receptores somente um paciente (5%) apresentou

resultado positivo de Antigenemia no pré - transplante.
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TABELA 8: Resultados da “Nested-PCR” e da Antigenemia para o HCMV no pré-

transplante hepatico

PCR Antigenemia

Positivo %  Negativo % Positivo %  Negativo %
Doador 3/15 20 12/15 80 0/11 0 11/11 100

Receptor  3/20 I35 17/20 85 119 5 18/19 95

A Figura 5 ilustra os resultados da amplificagdo dos fragmentos do HCMV e da

beta globina humana.

357 bp gene da B-globina

FIGURA § - Anilise direta do fragmento, apés eletroforese em minigel de agarose 2%
Linha 1, marcador de peso molecular Ladder; linha 2, controle positivo (cepa
AD169) do HCMV; linha 3, controle negativo (4gua); linhas 4 e 5, amostras
de DNA de sangue positivas para o gene da B-globina; linha 06, amostra de
DNA de sangue positiva para o gene da B-globina e para o HCMV; linha 07,
controle positivo (cepa AD169) do HCMV.
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A Figura 6 ilustra células antigeno-positivas e negativas para a reagdo de

Antigenemia do HCMV.

FIGURA 6 - Reagdo de Imunoperoxidase (Antigenemia). Células antigeno- positivas pp63,
identificadas pela coloragdo castanho-avermelhada nuclear ou perinuclear em
leucécitos polimorfonucleares; células negativas — nucleo azul. Os leucécitos
foram  preparados em  ldminas  microscOpicas,  fixados  com
Paraformaldeido/NP40 e submetidos & coloragdo com imunoperoxidase com 0

uso de anticorpos monoclonais C10/C11.

5.2. POS-TRANSPLANTE:
5.2.1. INFECCAO ATIVA POR CITOMEGALOVIRUS HUMANO

De acordo com os critérios para constatagdo de infeccdo ativa, a mesma foi
identificada em 25/27 (92%) dos pacientes monitorados, sendo que 2/25 (8%) foram
constatadas infec¢des primarias e 23/25 (92%) foram infec¢des secundarias. Em dois
pacientes ndo foi diagnosticado infec¢do ativa por nenhum dos métodos utilizados, e ambos

se mostraram assintomaticos durante o seguimento estudado.
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Entre os 25 receptores com infecgiio ativa, 2/25 (8%) receptores soronegativos
para 0 HCMV receberam érgdos de doadores soropositivos (infeccdo primaria); 8 ( 35%)
receptores soropositivos receberam érgéos de doadores soropositivos, 2 (9%) receptores
soropositivos receberam 6rgdos de doadores soronegativos, € 13 (56%) receptores
soropositivos receberam 6rgéos de doadores com status sorolégico ndo determinado
(infecgdo secundaria). Esses dados sio relatados na tabela 9.

TABELA 9: Porcentagem de infecgdo ativa por HCMV detectada nos receptores

Taxa global de infeccdo ativa 92% (25/27)
Infecgdo priméria 8% (2/25)
Doador + / Receptor - 100% (2/2)

Infecgdo secundaria 92% (23/25)
Doador + / Receptor + 35% (8/23)
Doador - / Receptor + 9% (2/23)
Doador ? / Receptor + 56% (13/23)

(?) status sorolégico indeterminado, (+) positivo, (-) negativo

Entre os receptores com infecgdo ativa 25/27 (92%), 25/25( 100%) apresentaram
duas ou mais reagdes de “Nested-PCR” positiva, em quanto que a Antigenemia foi positiva
em 20/25 ( 80%) receptores. Deste modo em 5 pacientes somente a “Nested-PCR” foi
capaz de identificar a infec¢do ativa pelo HCMV.

No periodo pés-transplante foram realizados os testes “Nested-PCR” e a
Antigenemia, e feitas andlises comparativas entre estes e as manifestagdes clinicas pelo
HCMV.

A tabela 10 mostra o nimero de receptores e os resultados do primeiro dia de

positividade pds-transplante para cada teste realizado neste estudo.
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TABELA 10: Primeiro dia pos-transplante hepatico em que ocorreu positividade dos testes
“Nested-PCR” e Antigenemia.

PCR Antigenemia PCR (1° Antigenemia

Paciente (1° dia) (1° dia ) Paciente dia) (1° dia)
X 19 45 15 39 241
2 40 40 16 7 26
3 136 NP 17 21 28
- 13 30 18 14 NP
5 206 206 19 99 154
6 43 56 20 189 189
7 25 25 21 40 40
8 22 22 22 47 137
9 13 20 23 22 22
10 10 10 24 43 93
11 36 203 25 7 96
12 130 130 26 33 NP
13 22 NP 27 8 NP
14 28 NP

# N P : ndo positivou o teste no neriodo estudado
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O grafico 1 faz a representagdo grafica comparativa do primeiro dia pos-
transplante de positividade dos testes “Nested-PCR” e Antigenemia para os pacientes 1 a

14.

Dias pos-transplante hepatico

I

e

T R o NPT

5\\\\\|

Pacientes
la 14
(*) — nfo positivou

N
N
w

GRAFICO 1: Primeiro dia pos-transplante hepatico em que ocorreu positividade dos

testes “Nested-PCR” (1* coluna) e Antigenemia (2° coluna) para os

pacientes 1 a 14.
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O gréfico 2 faz a representagdo grafica comparativa do primeiro dia pds-
transplante de positividade dos testes “Nested-PCR” e Antigenemia para os pacientes 15 a

27.
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GRAFICO 2: Primeiro dia pos-transplante hepético em que ocorreu positividade dos
testes “Nested-PCR” (1* coluna) e Antigenemia (2® coluna) para os

pacientes 15 a 27.
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Dos receptores que apresentaram infecgdo ativa, em sua maioria, tiveram
resultados positivos para as técnicas de “Nested-PCR” e Antigenemia durante os dois

primeiros meses pos-transplante.

O Gréfico 3 mostra o nimero de receptores com infecgdo ativa e os resultados
do primeiro dia de positividade para cada teste utilizado neste estudo, com intervalos em
dias. Pela anélise deste grafico , pode-se observar que os receptores com infeccio ativa
apresentaram, em sua maioria, resultados positivos para as técnicas “Nested-PCR” e

Antigenemia durante os dois primeiros meses pos-transplante

N de receptores

i _ | B Antigenemi|

20 40 60 80 100 >100
Intervalo em dias

GRAFICO 3: Distribuigio por niimeros de receptores e o primeiro resultado positivo para

as técnicas de “Nested-PCR” e Antigemia.
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A tabela 11 mostra os resultados dos dias de positividade da “Nested-PCR” ¢

Antigenemia, indicativos de infec¢do ativa pelo HCMV, nos transplantados hepaticos

estudados

TABELA 11:

Dias de positividade para testes “Nested-PCR” e Antigenemia nos
transplantados hepéticos estudados, os nimeros entre parénteses, na

coluna da Antigenemia, demonstram o numero de células positivas

observadas.

Paciente PCR Antigenemia
1 19, 25, 33, 45,59, 77, 180 45(8) 59(3) 77(5)
2 40, 54, 68, 81,147, 185 40(4) 81(5)
3 136, 164, 252 NP
4 15,22 .30, 44, 55 30(4) 55(7)
5 206, 262 206(3)
6 43, 49, 56,73, 226 56(6) 77(3) 226(4)
7 25,39,53,80153,259 25(12), 39(3),53(1)
8 25 50, 78 25(5) 78(33)
9 13..20, 75, 103,139,230 20(41)75(20) 230(3)
10 10, 46, 67, 176 10(12), 46(25)
11 36, 67, 203, 235 203(1)
12 130 130(94)
13 22,57, 98 NP
14 28, 35, 48, 64, 92, 148 NP
15 39, 74, 91 241 (40)
16 7, 18, 26, 109 26(5), 57(82)
17 21, 28, 66 28(70)
18 14, 21 NP
19 99, 154 154(5)
20 189 189 (8)
21 19, 40 19(5), 40(7)
22 47,137,194 137(4), 194(1)
23 22, 84, 130 22(59), 111(D
24 43,93, 142 93(14), 142(2)
25 7,96 96 (5)
26 33 NP
27 8,14, 44,48, 55 NP

# N P : ndo positivou o teste
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Os dados da tabela 12 e grafico 4 apresentam comparagdes entre os resultados

obtidos comparando as duas técnicas laboratoriais utilizadas neste trabalho.

TABELA 12: Comparagdo entre os resultados obtidos por meio da Antigenemia em

relacdo a “Nested-PCR” nos transplantados hepaticos estudados.

ANTIGENEMIA “NESTED-PCR” PACIENTES
Pos Pos 20
Pos NEG 0
NEG POS 5
NEG NEG 2
Porcentagem
100 100 100
2 81
80+
70+
60+
50+
40
30+ 2
20+
104
0- .
Sens Esp V P pos V P neg Conc.

OBS: Sens:sensibilidade, Esp:especificidade, VPpos: valor preditivo positivo
VPneg: valor preditivo negativo, Conc: concordéancia

GRAFICO 4: Valores em porcentagem da sensibilidade,especificidade, valor preditivo
positivo € negativo da Antigenemia em relagdo ao “Nested-PCR” nos

transplantados hepaticos estudados.
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Os dados da tabela 13 apresentam comparagdo entre os resultados obtidos por

meio da “Nested-PCR” e aqueles obtidos pelas manifestagSes clinicas da infecgdo ativa

pelo HCMV.

TABELA 13: Comparagdo entre a “Nested-PCR” e a infecgdo ativa pelo HCMV

PCR INFECCAO ATIVA  PACIENTES
Pos Pos 28
Pos NEG 0
NEG Pos 0
NEG NEG 2

Os valores em porcentagem de sensibilidade, especificidade, valor preditivo

positivo e negativo da “Nested-PCR” em relagdo a infecgdo ativa pelo HCMV nos

transplantados hepaticos estudados, foram todos de 100%.

Os dados da tabela 14 e grafico 5 apresentam comparagdo entre os resultados

obtidos por meio da Antigenemia e aqueles obtidos pelas manifestagdes clinicas da

infeccdo ativa pelo HCMV.

TABELA 14: Comparagio entre a Antigenemia e a infecgdo ativa pelo HCMV

ANTIGENEMIA INFECCAO ATIVA PACIENTES
Pos PoOS 20
Pos NEG 0
NEG NEG 2
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OBS: Sens:sensibilidade, Esp:especificidade,VPpos: valor preditivo positivo VPneg: valor

preditivo negativo, Conc: concordincia

GRAFICO 5: Valores em porcentagem da sensibilidade,especificidade, valor preditivo
positivo e negativo da Antigenemia em relagio a infecgdo ativa pelo

HCMYV nos transplantados hepéticos.

5.2.2. PROVAVEL DOENCA POR CITOMEGALOVIRUS HUMANO

Entre os 27 pacientes estudados, em 12 ( 44%) foram observados manifestacdes
clinicas sugestivas de serem secundarias a replicagdo viral, (provavel doenga pelo HCMYV)
com inicio de sintomatologia j4 a partir do primeiro més; em 15 (56%) pacientes ndo foram

observados manifesta¢des clinicas sugestivas de doengas pelo HCMV.

Dos 12 pacientes com provével doenga pelo HCMV, 1 (8%) pertence ao
sorogrupo doador positivo / receptor negativo desenvolvendo quadro de doenga por

infec¢@o primdria, em 11 (92%) pacientes observou-se quadro por infeccdo secundéria.
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Entre os pacientes com doenga pelo HCMV, a “Nested-PCR” e a Antigenemia

foi positiva para todos os pacientes.

Entre os 27 pacientes estudados observou-se que a “Nested-PCR” positivou-se
antes da Antigenemia em 18 (66%) pacientes, ¢ em 9 (33%) pacientes ocorreu a
positividade simultdnea dos dois testes.

A tabela 15 destaca os sinais e os sintomas apresentados pelos pacientes, e
também aqueles que evoluiram sem sintomas, mostra o inicio do quadro clinico e o
primeiro dia de positividade de cada técnica empregada no seguimento clinico dos

transplantados hepaticos
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TABELA 15: Inicio das manifestagdes clinicas de provavel doenga pelo HCMV com a de
positividade dos testes “Nested-PCR” e Antigenemia (em dias pds-

transplante),
Sinais e Sintomas Inicio do “Nested-
Paciente e Alteracdes Laboratoriais quadro PCR? + Antigenemia+
ictericia, retinite, leucopenia

1 e alt. enz. hep. 73 19 45

2 febre e mialgia 146 40 40

3 mialgia e alt. enz. hep. 234 136 negativo
4 febre, leucopenia e alt. enz. hep. 58 15 30

5 assintomatico assint. 206 206

6 febre e Herpes zooster 50 43 56

7 assintomatico assint. 25 25

8 febre, mialgia e alt. enz. hep. 35 22 22

9 febre, mialgia e diarréia. 229 13 20

10 febre e colangite 83 10 10

L1 Febre e ictericia 10 36 203
12 febre, mialgia e alt. enz. hep. 163 130 130
13 assintomatico assint. 22 negativo
14 assintomatico assint. 28 negativo
15 assintomatico assint. 39 241

16 ictericia e leucopenia 44 7 26

17 assintomatico assint. 21 28

18 assintomatico assint. 14 negativo
19 febre, mialgia e alt. enz. hep. 154 99 154
20 assintomatico assint. 189 189
21 assintomatico assint. 19 19

22 assintomatico assint. 47 137
23 febre e alt. enz. hep. 52 £} 22
24 alt. enz. hep. 94 43 93
25 assintomatico assint. 0 96
26 assintomatico assint. 33 negativo
27 assintomatico assint. 8 negativo

* alt. enz. hep.:alteragdes de enzimas hepaticas; assint.:assintomatico
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Os dados da tabela 16 e o grafico 6 apresentam resultados comparativos entre a

ocorréncia de provavel doenga por HCMV com a “Nested-PCR”.

TABELA 16: Comparagio entre os resultados de provavel doenca pelo HCMV com a

“Nested-PCR”.
PROVAVEL DOENCA “NESTED-PCR” PACIENTES
Pos Pos 12
Pos NEG 0
NEG POS 13
NEG NEG 2
Porcentagem
100~— 100 100

90

80

70

60+

52

50 48

40+

304

201 13

5l

O" T T T T 1
Sens Esp V P pos V P neg Conc.

OBS: Sens:sensibilidade, Esp:especificidade,VPpos: valor preditivo positivo VPneg: valor

preditivo negativo, Conc: concordancia

GRAFICO 06: Valores em porcentagem da sensibilidade,especificidade, valor preditivo
positivo e negativo de provavel doenca pelo HCMV em relagdo ao

“Nested-PCR” nos transplantados hepdticos estudados.
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Os dados da tabela 17 ¢ o grafico 7 apresentam resultados comparativos entre a

ocorréncia de provavel doenga por HCMV com a Antigenemia.

TABELA 17: Comparagdo entre os resultados de provavel doenca pelo HCMV com a

Antigenemia.

PROVAVEL HCMV - DOENCA  Antigenemia  PACIENTES
Pos Pos 12
Pos

NEG 0

NEG POS 8

NEG NEG 7

Porcentagem

100-— 100

90—
80—

0" T T

Sens V P pos V P neg Conc.

OBS: Sens:sensibilidade, Esp:especificidade, VPpos: valor preditivo positivo VPneg: valor

preditivo negativo, Conc: concordancia

GRAFICO 7 : Valores em porcentagem da sensibilidade,especificidade, valor preditivo

positivo e negativo de provavel doenga pelo HCMV em relacio ao

Antigenemia nos transplantados hepéticos estudados.
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O grafico 8 mostra a importancia de se determinar o perfil sorologico do
receptor ¢ doador do transplante hepatico, e suas implicagdes em uma provavel doenga pelo
HCMV. O sorogrupo D+/R- com 2 pacientes, apresentou infec¢do ativa em 100% dos casos

e provavel doenga em 5% dos casos.

N° de pacientes _

147 | minfeccao Ativa
12  mDoenca
10~ :

8 -

B -

4 : ;

5. i B

D+/R+ D+/R- D?/IR+ D-IR+
Sorogrupos

GRAFICO 8: Representagdo grafica comparativa por sorogrupo entre infecgdo ativa e

provavel doenga pelo HCMV.

O grafico 9 mostra uma comparagdo dos numeros de pacientes que
apresentaram infeccfio ativa e aqueles que apresentaram provavel doenca pelo HCMV, com

as técnicas “Nested-PCR” e Antigenemia.
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GRAFICO 9: Representagio grafica comparativa entre as técnicas “Nested-PCR” e

Antigenemia com a infecgdo ativa e provavel doenga pelo HCMV.

A representacdo gréfica abaixo correlaciona os periodos de positividade para os
testes “Nested-PCR” , a Antigenemia e as manifesta¢des clinicas da doenga pelo HCMV,
tomando como exemplo os paciente de niimeros 1 e 10, onde ocorreu diferente evolugdo

clinica.
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TABELA 18: Resultados gerais dos transplantados hepaticos estudados em relagdo aos
testes empregados para a detec¢do de infecgdo pelo HCMV (“Nested-PCR”,
Antigenemia e Sorologia).

Resultados pacientes Y%

“Nested-PCR” positivo pelo menos uma vez 25 93
“Nested-PCR” positivo duas vezes sucessivas 24 88.9
Antigenemia positiva pelo menos uma vez 20 74
Somente “Nested-PCR”  positivo 5 18,5
“Nested-PCR” e Antigenemia positivos juntos 9 333
“Nested-PCR” positivo antes da Antigenemia 16 59

nenhum dos métodos positivos 2 7

IgG positivo no pré-transplante 24 88
Manifestagdes clinicas de doenga por HCMV 12 44
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6. DISCUSSAO
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O citomegalovirus ¢ um dos mais importantes patégenos que acometem
pacientes transplantados e ¢ responsdvel pela significante morbidade e mortalidade
apresentada pelos receptores de 6rgdos. A maioria da populagio humana é soropositiva
para o citomegalovirus. Com o advento e desenvolvimento de medicamentos eficazes para
o tratamento das infecgdes causadas pelo HCMV, o diagnostico precoce da infec¢o, com o
objetivo de reduzir seu impacto clinico, tornou-se imperativo (LJUNGMAN, 1996;
PATEL & PAIVA, 1997; BLOCK et al., 2000; GRIFFITHS & WITLEY, 1993).

Neste trabalho foi comparado as técnicas de reagdo em cadeia da polimerase
tipo “Nested-PCR” com a Antigenemia em granuldcitos no sangue periférico com o
objetivo de identificar a infecgdo ativa pelo HCMV em receptores de transplante hepatico;
a sorologia IgG anti-HCMV por ELISA foi utilizada para determinar o status sorolégico

pré-transplante dos receptores monitorados e de seus respectivos doadores.

Nos transplantados hepéticos, a infecgdo pelo HCMV pode ocorrer sob a forma
de infecgdo primaria, em que o transplante de 6rgdo de doador soropositivo para receptor
soronegativo € a causa mais freqiiente de infecgdo e, geralmente, evolui para doenga, por
reativagdo do virus latente, em receptores soropositivos para o HCMV antes do transplante,
o virus latente pode ser reativado em situagdes de grave imunossupressdo e por reinfecgdo
com uma nova linhagem viral presente no 6rgio transplantado (HIBBERD & SNYDMAN,
1995).

Os mais potentes reativadores da infecgdo latente pelo HCMV sio a terapia
imunossupressora, que tem particular efeito na imunidade mediada por células e a rejeigdo
do orgdo transplantado (RUBIN, 1990). A reativagdo do virus latente tem papel
fundamental na patogenicidade do HCMV em receptores de orgdos. O local de
permanéncia do virus durante a fase de laténcia nio é conhecido, embora dados
epidemiolégicos demonstrem claramente a transmissio do HCMV apés transplante de
6rgdos ou apds transfusdo de produtos sangiiineos contendo leucocitos viaveis (SAYERS
ef al., 1992) . Além disso, é conhecido que, durante a infecgdo sistémica pelo HCMV, os
granuldcitos, linfécitos € mondcitos abrigam os virus, e que ndo exista tecido ou célula
especial que abrigue o HCMV em estado latente, mas sim que o virus permanega presente

em varios locais podendo ser reativado por estimulos diversos. O principal fator exdgeno
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que influencia a reativag@o viral € o tipo e a intensidade da terapia imunossupressora para
controle da rejeicdo do 6rgéo transplantado (RUBIN, 1990). Os corticosterdides tém efeito
muito pequeno na reativagdo do HCMYV latente. Entre as drogas imunossupressoras usadas
para controle da rejei¢do, aparentemente a ciclosporina tem pouca ag@o na reativagdo do
virus latente, mas, por outro lado, apresenta importante efeito no hospedeiro, bloqueando a
resposta imunologica contra a replicagdo viral. A globulina antilinfocitaria, por sua vez,
apresenta maior agdo na reativagdo do virus latente. Assim, é previsivel que a combinagao
de globulina antilinfocitaria e ciclosporina seja particularmente perigosa em termos de
infec¢do pelo HCMYV, pois combina uma droga que atua na reativagdo do virus e outra que

interfere no controle da infecgéo viral pelo receptor do orgdo transplantado.

O diagnéstico clinico da infecgdo pelo HCMV torna-se dificultado quando
baseado exclusivamente na sintomatologia, pois quadros febris néo infecciosos e alteragdes
hematol6gicas, tais como leucopenia e o aumento das enzimas hepaticas, podem ocorrer
diante de um processo de rejei¢do do transplante ou de efeitos colaterais de medicamentos
Imunossupressores, 0 que torna importante a realizagdo de exames laboratoriais para a
confirmagZo, ou a detecgdo precoce, tanto da infecgdo como da doenga pelo HCMV. Sob o
ponto de vista clinico, € de fundamental importdncia o diagnéstico da infecg¢do pelo
HCMYV, associando os dados laboratoriais com a andlise das manifestagdes clinicas, pois a
associacdo destes dados permite caracterizar a doenga pelo HCMV (COSTA, 1999).

A alta prevaléncia de anticorpos anti-HCMV documentada no periodo pré-
transplante estudado € de suma importancia na determinagio da morbimortalidade, visto
que a maior incidéncia e gravidade da doenga pelo HCMV ocorrem em receptores
soronegativos, que recebem o transplante de doadores soropositivos. Em geral, a detec¢do
de anticorpos contra 0 HCMV em pacientes que pela primeira vez entram em contato com
este virus pode ser efetuada em poucas semanas apds a infec¢do e essa sorologia persiste
positiva indefinidamente. A presenca pregressa de anticorpos confere certo grau de
protecdo contra subseqiliente doenca por HCMV, mas ndo protege contra reativagdo
enddogena do virus latente ou de reinfec¢@o por cepa exdgena. Duas importantes razdes para
o uso clinico de testes sorologicos detectores de anticorpos contra HCMV incluem a

identificacdo de individuos susceptiveis a infecgdo priméria e rastreamento de doadores de
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sangue e Orgdos, pelo risco da transmissdo acarretada por portadores do HCMV latente
(MOORE er al., 1985; MILLER et al., 1989).

A reagdo em cadeia da polimerase introduzida por SAIKI ef al., 1985, para a
amplificacdo seletiva de seqiiéncias de acido nucléico tem mostrado grande utilidade em
um numero cada vez maior de situagdes clinicas, incluindo diagnéstico de doencas
infecciosas variadas.

Neste trabalho empregou-se a “Nested-PCR”, que é uma técnica de dupla PCR,
desenvolvida para alcancar resultados mais rapidos quando comparadas a PCR simples
seguida de hibridizagdo (PORTER-JORDAN er al., 1990, XU et al., 1993, BRAINARD,
1994; FOX et al, 1995; EHRNST, 1996.). Neste caso, a detecgdo do fragmento
amplificado ocorreu por visualizagio direta; as vantagens deste procedimento sdo Gbvias,

tanto do ponto de vista de rapidez e praticidade, quanto do ponto de vista econdmico.

Em associagdo a “Nested-PCR”, utilizou-se a técnica de Antigenemia, que foi
inicialmente descrita por van der BIJ er al.,1988 e tem representado um avango para o
diagndstico de infecgdes e doenga por HCMV em pacientes com transplante de 6rgdos
solidos. O teste da Antigenemia ¢ um método sensivel para a estimativa da carga viral
sisttmica do HCMV e pode ser detectado de vérios dias a uma semana antes do

aparecimento dos sintomas. (THE ez al., 1990).

O teste apresenta muitas vantagens do ponto de vista clinico e pode ser
facilmente quantificado, revelando uma estimativa da carga viral que é util na diferenciagdo
de doenga pelo HCMV de outras complicagdes; na avaliagdo da eficicia da terapia antiviral
e, possivelmente, na detecgdo precoce da resisténcia ao medicamento e também possui
vantagens em termos de praticas laboratoriais. E uma técnica rapida, permitindo a detecgio
do antigeno viral apés 4 a 5 horas da amostragem de sangue, quando comparada & cultura
convencional e ao “shell vial” ( NIUBO et al., 1996). Tomando-se a técnica de cultura
como referéncia, a sensibilidade da Antigenemia foi reportada na literatura, variando de 85
a 100% ( THE et al.,1992; LANDRY & FERGUSON, 1993; BAILEY e al.,1995; BLOCK
et al.; 2000).
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Os dados da literatura mostram que a Antigenemia € tdo sensivel quanto a
“Nested-PCR” (HEBART et al.,1996) ou menos que a PCR (THE et al., 1992, GERNA et

al.,1994), dependendo do método que se usar para cada técnica.

Com relagdo a epidemiologia do HCMV, nos paises em desenvolvimento
ocorrem altas taxas de soroprevaléncia do virus na populagdo de adultos, devido aos
diferentes mecanismos de transmissdo envolvidos. Esse fato exerce influéncia na
morbimortalidade associada a infecg¢des pelo HCMV apos transplante de 6rgdos, uma vez
que nos transplantes em adultos reduz-se, consideravelmente, o risco de infec¢fio primaria (
BRUGEMMAN, 1993).

Os dados obtidos nesta casuistica, no periodo pré-transplante, confirmam a alta
prevaléncia da infec¢do pelo HCMV em nosso meio; foi observado que dos 27 pacientes
estudados, 10 deles (37%) receberam 6rgéos transplantados, cujos doadores ja haviam tido
contato anterior com o HCMV, mostrando sorologia positiva para IgG, em apenas 2 deles
(7,4%), os pacientes 19 e 20, apresentaram resultados de sorologia negativos para o
HCMV. Em 15 dos doadores (55%) nio foi possivel a avaliacdo sorologica pelo fato de o
6rgdo transplantado ter sido enviado por fontes diversas, que ndo o HC — UNICAMP. Em
11 doadores (40,%) foi realizada a sorologia para IgM a qual mostrou-se negativa em todos.

Quanto aos receptores de transplante hepético, foi observado que dos 27
pacientes, apenas 2 (7,4%) apresentaram resultados de sorologia negativos para IgG dos 26
pacientes (96%) testados, revelando que 0 HCMV pré-existia na maioria dos pacientes
transplantados; também 2 pacientes (7,4%) revelaram resultados de sorologia positivos para
IgM, dos 12 pacientes (44%) testados.

Em relagdo aos testes da “Nested-PCR” e da Antigenemia, no pré-transplante,
foi demonstrado que, em relagdo aos 27 doadores hepaticos, em 15 deles (55%) foi
realizada a “Nested-PCR” e, entre eles, 3 pacientes (11%) apresentaram-se positivos; em 11
deles (40%) foi realizado a Antigenemia sendo que, destes, nenhum paciente apresentou

resultado positivo.
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Nos receptores hepaticos, foram realizados no pré-transplante 20 analises (74%)
quanto a “Nested-PCR” e, destas, em 3 pacientes (11%), revelou-se positiva; em 19 deles

(70%) foi realizado a Antigenemia e, em apenas um receptor revelou-se positiva.

A doenca de base mais freqiiente para pacientes serem submetidos a transplante
hepatico foi a cirrose hepatica provocada pelo Virus C, que ocorreu em 16 pacientes (59%),
sendo 11 (40%) de forma isolada, com um caso do sexo feminino (paciente 9). A cirrose
alcodlica aparece como segunda maior prevaléncia , em 9 pacientes (33%), e 4 (14%) de

forma isolada, todos do sexo masculino.

A hepatite pelo virus C (HCV) é o maior problema de saide pblica na Europa
e nos Estados Unidos, sendo estimado que aproximadamente 150 milhées de pessoas estdo
infectadas com esse virus no mundo; em paises industrializados, 0 HCV € o responsavel
por 20% dos casos de hepatite aguda, 70% dos casos de hepatite crénica, 40% dos casos de
cirrose terminal, 60% dos casos de carcinoma hepatocelular e 30% dos casos de transplante
hepético (EASL International Consensus Conference on Hepatite C, 1999; TEIXEIRA et
al., 2000).

Néo se utilizou a andlise sorolégica para o diagndstico de infecgdo ativa por
HCMYV no periodo pés-transplante, pela limitagdo desse método em transplantados, devido
a significativa imunossupressdo a que estes pacientes sdo submetidos, o que pode interferir

na produgdo de imunoglobulinas e resultar em dados incorretos (DRAGO, et al., 2000).

Neste estudo observa-se que a infecgdo ativa por HCMV ocorreu em 25 (92%)
dos 27 pacientes estudados, em 25/25 (100%) pacientes foi encontrado duas ou mais
reagdes positivas para a “Nested-PCR”; e a Antigenemia apresentou-se positiva em 20/25

(80%) dos receptores.

Em 2 (7,4%) pacientes ndo foi diagnosticado infecgdio ativa por nenhum dos
métodos em estudo e, eles se mostraram assintomaticos durante o seguimento. Um desses
pacientes era soropositivo para o HCMV no pré-transplante e, portanto, o HCMV

permaneceu latente.
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A andlise dos sorogrupos em relagdo a infecgdo ativa por HCMV mostrou que
todos os receptores soronegativos com doador soropositivo (D+/R-) apresentaram infec¢@o
ativa; o sorogrupo D+ / R+ apresentou 35% de infec¢do ativa; no sorogrupo D- / R+, 9%
dos pacientes desenvolveram infec¢do ativa; e no sorogrupo D? / R+, obteve-se 56% com
infecgdo ativa, mostrando que, de acordo com os dados da literatura, a infecgdo pelo
HCMV nos transplantados, geralmente estd relacionado a presenga do virus latente no
6rgdo transplantado (COSTA, 1999).

A maioria das infecgdes, tanto nos pacientes com infecgdo priméria, quanto nos
pacientes previamente soropositivos, ocorreu nos trés primeiros meses pos-transplante.
Estes achados confirmam as observagdes de outros pesquisadores (THE et al., 1992;
BOECK & BOIVIN, 1998), que dizem serem raras as infecgOes a partir do quarto més pos-
transplante.

Em relagdo a infecg¢do ativa pelo HCMV, os resultados foram de 96% de
sensibilidade e 100% de especificidade da “Nested-PCR” e os da Antigenemia foram de
100% e 28%, respectivamente. Esses dados foram similares aos encontrados na literatura (
THE et al.,, 1992; FREYMUTH et al., 1994). Por ser uma técnica mais sensivel, a “Nested-
PCR” detectou a infecgdio ativa em pacientes assintomaticos, os quais ndo evoluiram para

doenga.

Com relagdo as manifestagdes clinicas de provavel doenga pelo HCMV, os
resultados foram de 48% de sensibilidade e 100% de especificidade da “Nested-PCR” e os
da Antigenemia foram de 60 e 100%, respectivamente, resultados estes similares &
literatura (NIUBO et al., 1996).

Estratégias profilaticas para prevengdo da doenga pelo HCMV, em
transplantados de Orgdos solidos, s3o particularmente apropriadas a receptores do
sorogrupo D+ / R-, j& que além de apresentarem risco maior que 70% de desenvolverem
doenca por HCMV, esta é com freqliéncia mais grave que nos pacientes com infec¢do
secundaria (PATEL & PAYA, 1997; NICHOLS & BOECKH, 2000).
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Poucos sdo os estudos que compararam os resultados quantitativos da
Antigenemia entre diferentes laboratorios. Uma vez que cada laboratério utiliza uma
metodologia diferente, torna-se cada vez mais necessario uma padronizagdo destas
medidas. Existem algumas etapas dos procedimentos técnicos da Antigenemia que
poderiam interferir significativamente na diminuicio do nimero de células positivas, ou
seja, na sensibilidade do teste, como a perda de leucocitos (35 a 65%) durante os

procedimentos de centrifugag@o ou em outra etapa da técnica ( THE ef al., 1990).

Quanto aos anticorpos monoclonais utilizados, eles devem ser especificos
contra a proteina pp65; recomenda-se usar diferentes anticorpos monoclonais contra
diferentes epitopos para se obter uma melhor sensibilidade do método. GERNA er
al.,(1991) demonstraram um nimero maior de células positivas usando os anticorpos
2AC/1C3 ao invés dos anticorpos C10/Cl1. Também a técnica de coloragio por
imunofluorescéncia poderia apresentar melhores resultados que a imunoperoxidase usada

neste trabalho.

Quanto a0 nimero de células positivas na lamina para considerar a
Antigenemia positiva ainda € controverso na literatura e existem informagdes conflitantes a
este respeito. Com técnica rigorosa, a presen¢a de apenas uma célula corada ndo deve ser
desconsiderada e dai a necessidade da realizagdo seqiiencial deste exame (GERNA et al.,
1998).

O valor preditivo positivo da Antigenemia e da “Nested-PCR” foi de 100%
para provavel doenga pelo HCMV, mostrando que ¢ relevante o niimero de pacientes que
evoluem para infec¢do sintomética. O valor preditivo negativo da Antigenemia foi de 46%,

enquanto que da “Nested-PCR” foi de 13% para provével doenga para 0o HCMV.

A manifestacdo clinica mais freqiiente detectada entre os pacientes com
evidencia de infecgdo sintomatica foi a febre (72%), seguida de mialgia (43%) e ictericia
(21%). As alteragdes laboratoriais foram: aumento das enzimas hepaticas, tais como a
alanina-amino transferase, aspartato-amino transferase, gama glutamil transferase e
fosfatase alcalina (57%) e leucopenia (11%).
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Os desenvolvimentos de testes de diagnésticos rapidos e sensiveis sdo de
grande interesse pratico por fornecer uma detecgdo precoce da infeccédo ativa pelo HCMV.
Alguns pesquisadores avaliaram a precocidade da “Nested-PCR” e da Antigenemia com
relagdo aos sintomas clinicos e concluiram que essas técnicas precederam as manifestagdes
clinicas de varios dias a uma semana (GOOSSENS et al., 2000).

Neste estudo foi verificado que a “Nested-PCR” se tornou positiva em média
47,6 dias apés o transplante hepatico, enquanto que a Antigenemia levou em média 85,3
dias para se tornar positiva. Em 9 (45%) pacientes houve a positividade simultinea e em 6
(30%) pacientes houve positividade da Antigenemia com tempo inferior a 30 dias. A
analise conjunta dos dois testes em estudo revela uma precocidade de ambas em relagdo as

manifesta¢des clinicas de provavel doenga pelo HCMV.

Dos 27 pacientes estudados, 3 deles (11,11%) necessitaram um retransplante
(pacientes 1, 18, 19) e um deles com um segundo retransplante (paciente 1), 5 receptores
evoluiram a dbito, neste tempo estudado, sendo 3 deles (2, 8 e 19) com manifestagdes
clinicas de provavel doen¢a pelo HCMV. A maioria dos ébitos ocorreu no primeiro ano

pés-transplante, com média de 10,6 meses.

O desenvolvimento de técnicas que possibilitam o diagnostico rapido da
infecgdo pelo HCMV como a “Nested-PCR” e Antigenemia, utilizadas neste trabalho
propiciam a implementag@o precoce de medidas terapéuticas, como por exemplo, o uso de
medicamentos antivirais. Os resultados deste trabalho, de acordo coin outros desenvolvidos
na literatura, sugerem que a infecgdo pelo HCMV é um problema relevante apds o

transplante hepético no Brasil.

Embora uma comparagdo exata entre este trabalho e os anteriormente relatados
seja dificultada pelos diferentes métodos utilizados, pode-se ressaltar que, em linhas gerais,
estes resultados ndo sdo significativamente diferentes dos descritos em estudos relatados

anteriormente.
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7. CONCLUSOES
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De acordo com os dados demonstrados, pode-se concluir que:

1:

Foi observada uma soroprevaléncia de 92% nos receptores de transplante hepatico,
confirmando dados de alta soroprevaléncia da infecgdo pelo HCMV, na populacio
brasileira.

Com o emprego da “Nested-PCR” foi possivel identificar 0 DNA viral do HCMV,
indicando infecgdo ativa em 92% dos pacientes transplantados hepéticos, estudados

prospectivamente.

Com o emprego da Antigenemia, pesquisada neste trabalho foi possivel detectar
80% de infecg@o ativa pelo HCMV.

A técnica da Antigenemia mostrou menor sensibilidade que a “Nested-PCR” para a
infecgéo ativa pelo HCMV (80% / 100%).

A técnica da Antigenemia mostrou maior especificidade que a “Nested-PCR” para
provavel doenga pelo HCMV (46% / 13%).

Este trabalho demonstra que a “Nested-PCR” se positiva, em média, com 47 dias
pos-transplante, precedendo em 20 dias as manifestages clinicas, enquanto que a
Antigenemia, 85 dias.

A partir de uma anélise global, os dados relatados neste trabalho confirmam a
importdncia da infec¢do ativa e provavel doenga pelo HCMV, como sendo
altamente preocupantes na evolucio de pacientes que receberam transplante

hepatico.
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8. SUMMARY
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The human cytomegalovirus (HCMYV) is one of the most important pathogens
that undertakes hepatic transplantation patients, with a high mortality and morbidity, being
its early diagnosis by means laboratorial tests such as PCR and Antigenemia, a primary

issue.

In our study we assisted 27 patients from September 1988 to January 2001,
performing serological techniques (ELISA), PCR and Antigenemia in the pre-
transplantation patients and two last tests in the follow up at least, 150 days in the post-

transplantation.

It was observed that among the 27 patients, 92% had a already had a previous
contact with HCMV (IgG positive in the pre-transplantation). Also 15% presented a
positive PCR, and only 5% presented a positive Antigenemia before transplantation.

According to previous data, and confirmed by this research, the hepatic
cirroshis caused by the virus C was the main cause (59%) for hepatic transplantation, from
which 40% appears as an isotaded form, including that the alcoholic cirrhosis appearing as

the second highest incidence (33%), 14% as an isolated form.

Our research shows that PCR test becomes positive it takes around 47 days
after transplant, as the Antigenemia test takes nearly 85 days.

In accordance with active infection standards, 92% (25/27) of the patients
presented an active infection course, by of which 44% (12/27) were followed by clinical
manifestations consistent with the HCMV disease. The most common clinical symptoms
were fever (72%) and myalgia (43%), followed by hepatic enzymes alterations (57%) and
leukopenia (11%).

Among the analysed patients, 05 deceased and wich, 03 of them (60%) had
clinical manifestation of the HCMV disease.

In conformity with previous data, the HCMV disease in hepatic transplantation

patients occurred in the first 3 months after transplantation.

Summary
117



Thus we have demonstrated the clinical importance of the early detection of
HCMV in hepatic transplantation patients and that HCMV infection is a frequent problem
in hepatic transplant patients in Brazil, with significant clinical complications.
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Apéndice 1: “CONSENTIMENTO POS - INFORMACAOQ”

Eu,

]

R.G. : , aceito colaborar com um estudo que sera realizado na Faculdade

de Ciéncias Meédicas da Universidade Estadual de Campinas, para pesquisa do
citomegalovirus, por trés diferentes métodos de analises. Para isso, sei que colherdo 04 a 08
mL do meu sangue, uma vez por semana no primeiro mes, e quinzenais nos cinco meses
posteriores ap0s a cirurgia, para a realizagio dos referidos exames. Estou ciente de que
poderei desistir de participar deste estudo a qualquer hora, e que isto nada ira prejudicar
meu tratamento, e a minha colaboragdo em muito auxiliard o tratamento de pacientes
transplantados hepéticos que vierem a ser também transplantados, sei também que esses

dados possuem caréter sigiloso, e que meu nome nfo saird em nenhuma publicagdo.

Campinas, de de 199 .
Paciente:
Médico: A) Assinatura :
B) Nome/CRM:
Testemunha: A) assinatura:
B) Nome/RG:
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Apéndice 2: Caracteristicas gerais dos 27 pacientes estudados submetidos a transplante

hepatico no HC — UNICAMP, mostrando suas iniciais, idade, sexo, doenca de

base, e a data na qual foi realizado o transplante.

Iniciais Idade Sexo Doenga de Basej Data T X H

1 LAB 33 MASC Cirrose virus C 25/09/1998
2 DM 64 MASC Cirrose e neoplasia 16/10/1998
3 NAS 33 FEM Colangite esclerozante 1* 24/10/1998
4 VP 38 MASC Cirrose virus C 26/10/1998
o CES 16 FEM Cirrose hepato-biliar e histiocitose 28/11/1998
6 AO 57 MASC Cirrose alcodlica e vitiligo 08/12/1998
R ESC 43 MASC Cirrose virus C e colelitiase 15/01/1999
8 CHO 34 MASC Cirrose virus C 19/01/1999
9 JGM 62 FEM  Cirrose virus C 22/01/1999
10 JCMF 54 MASC Cirrose alcodlica 31/01/1999
B DGR 51 MASC Cirrose alcodlica e virus C 04/02/1999
12 JVB 43 MASC Cirrose alcodlica e virus C 01/04/1999
13 DAQL 52 MASC Cirrose alcoodlica 28/04/1999
14 JAA 45 MASC Cirrose alcodlica e virus C 05/05/1999
15 SRB 49 MASC Cirrose virus C 25/06/1999
16 GRS 62 MASC Cirrose alcodlica 24/07/1999
TN LC 54 MASC Cirrose virus B 22/08/1999
18 EBR 50 MASC Insuficiéncia hepatica virus B 17/09/1999
19 SJ 39 FEM  Cirrose alcodlica e virus C 27/09/1999
20 JCAF 43 MASC Cirrose virus C 29/09/1999
218 JLS 54 MASC Cirrose virus C 16/10/1999
22 ABZ 51 MASC Cirrose virus C 20/10/1999
23 RRS 18 FEM  Cirrose +hepatite autoimune. 15/11/1999
24 CDP 21 MASC Cirrose, colangite e talassemia 23/11/1999
25 EOD 39 MASC Cirrose virus C 12/01/2000
26 AAB 36 MASC Cirrose virus C 15/03/2000
ZIMETG 36 MASC Cirrose alcodlica e virus C 16/03/2000
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Apéndice 3: Tabela geral dos testes realizados e manifestagdes clinicas em cada paciente

estudado

2 S s Pré-transplante Pos-transplante
-8 &,"3“ § Sorologia "Nested-PCR" | Antigenemia | N-PCR | AgM | HCMV
& | £ 2 |Doador Receptor|Doador|ReceptorDoador|Receptor|Receptor|Receptor|Receptor
1 | I/D | pos pos neg neg neg neg pos poSs sSim
2 | I/'D nf pos neg neg neg neg pos pos sim
3 I pos pos neg neg neg neg pOs neg nao
4 | UD pos pos nf pos nf | pos(5) pos pOS sim
5 I pos neg nf neg neg neg pos | pos(3)| no
6 | I/D nf pos nf pos nf neg pos [ pos(6)| sim
7 I nf pos nf neg nf neg pos |pos(12)] ndo
8| I/D | pos pPOS nf neg nf neg pos [pos(33)| sim
9 I nf pos neg neg nf neg pos |pos(41)| ndo
10| I/D nf pos nf neg nf neg pos [pos (25)] sim
11| I/D nf pos nf neg nf neg pos | pos(l)| sim
12| I/'D nf pos pOS neg nf neg pos |pos (94)] sim
13 1 pos pos neg neg neg neg pos neg nao
14| 1 pos pos neg neg neg neg pos neg ndo
15 | ndo nf nf pOS neg neg neg neg neg ndo
16 | I/D pOS neg pos neg nf nf pos |pos(32)| sim
17| 1 nf pos neg neg nf nf pos |pos(10)| ndo
18] 1 DOS pOS neg neg nf nf pos neg ndo
19| /D | neg pos neg nf neg nf pos | pos(5)| sim
20 [ neg pos neg nf neg nf pos | pos(8)| ndo
21 I nf pos nf nf nf nf pos | pos(7)| ndo
22| 1 nf pos nf nf nf nf pos | pos(4)| ndo
23| I/D | pos pos neg neg neg neg pos | pos(7)| sim
24 | I/D nf pOS nf nf nf nf pos |pos(14)| sim
25 I nf pos neg pos neg neg pos | pos(5)| ndo
26 | ndo nf pos nf nf nf neg neg neg nao
27| 1 nf pos nf nf nf neg pos neg ndo

Obs.: I: Infecgdo Ativa, D: Provavel Doenga, Ndo: Sem infecgdo/doenga
pos: positivo, neg: negativo, nf: ndo feito, N-PCR: "Nested-PCR"
AgM: Antigenemia, HCMV: manifesta¢des clinicas pelo HCMV
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