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RESUMO

A infecgao ativa por citomegalovirus humano (HCMV) aumenta a morbidade e
mortalidade de pacientes imunocomprometidos. Em transplantados renais, sabe-se que
70% a 90% dos receptores apresentam infecgéo ativa por HCMV, em periodos que variam
de 1 a 4 meses pés-transplante e isso tem uma influéncia negativa na sobrevida do
enxerto.

A natureza variavel da doenga por HCMV, neste grupo de pacientes, faz com que
seja essencial o diagnostico precoce desta infecgdo, para nao confundir suas
manifestagdes com outros eventos do periodo pés-transplante. Em particular, os quadros
de disfungdo renal devido a infecgao ativa por HCMV, que se confundem com rejeicao,
podem ser erroneamente tratados, resultando em imunossupressdo adicional, colocando
em risco a vida do paciente.

O objetivo principal do presente trabalho foi estudar, prospectivamente, um grupo
de transplantados renais em relagéo a infecgao ativa pelo HCMV, comparando as técnicas
‘Nested-PCR e Antigenemia para monitorizagédo da infecgdo ativa e verificar a
soroprevaléncia da infecgao por HCMV no grupo analisado.

Foram monitorados, prospectivamente, 48 transplantados renais em seguimento no
Hospital de Clinicas da Universidade Estadual de Campinas, (UNICAMP), no periodo de
junho de 1999 a novembro de 2000. O material para anélise foi obtido no pré-transplante e
por um periodo de quatro meses, apos o transplante.

Na populagdo estudada, observou-se uma soroprevaléncia de 89% o que confirma

a alta prevaléncia da infec¢a@o por HCMV em nosso meio.
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Como resultados globais observou-se que a infecgdo ativa (replicagédo viral) por
HCMV ocorreu em 34 (71%) dos pacientes estudados. Em 18 transplantados, s6 a
“Nested”-PCR foi capaz de identificar infecgdo ativa. Quatorze pacientes que nao
apresentaram evidéncias de infecgéo ativa por nenhum dos testes, nao tiveram problemas
clinicos.

Durante a monitorizagdo 15 pacientes (31%) apresentaram manifestagoes clinicas
sugestivas de serem secundarias a replicagao viral (provavel doenga por HCMV). Entre os
pacientes sintomaticos, somente 4 apresentaram infecg@o primaria. A técnica da “Nested’-
PCR foi positiva em 100% dos casos sintométicos e a da Antigenemia foi positiva em 87%
desses.

Entre os pacientes com episédios de rejeicdo aguda 85% apresentaram infecgao
ativa e em 54% ocorreram manifestagdes clinicas.

Concluimos que as técnicas da “Nested”-PCR e da Antigenemia sdo sensiveis,
rapidas e precoces no diagnostico da infecgao ativa por HCMV e portanto adequadas para
a monitorizagao da infecgdo e provavel doenga por HCMV em pacientes transplantados

renais.
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1. INTRODUGAO

1.1. Historico

O primeiro relato da existéncia do Citomegalovirus humano (HCMV) ocorreu em
1904, quando Ribbert, a partir dos rins retirados de uma crianga natimorta com sifilis
congénita, observou a presenga de células contendo inclusdes intranucleares.
Posteriormente, foi descrito por Tyzzer (1906) o0 mesmo tipo de inclusdes celulares em
biopsias de lesbGes cutadneas causadas por varicela. Nesse periodo, ocorreram
divergéncias quanto a origem destas formagdes celulares incomuns (MURRAY, 1997).

Smith & Weidman (1914) também observaram inclustes celulares semelhantes e
as classificaram como sendo causadas por protozoario; porém, Goodpasture e Talbot
(1921) questionaram este conceito quando descreveram a presenga de células
citomegalicas em glandulas submaxilares de criangas com infecgdes diversas, sugerindo
que estas células, apesar da similaridade com protozoarios, seriam de origem epitelial.
Lipschutz suspeitou que a citomegalia seria de etiologia viral, dada a semelhanga das
alteragbes histologicas com outras viroses, sendo o responsavel pela designacao do termo
DIC - Doenga de Inclusao Citomegalica. (ALFORD & BRITT, 1990).

A primeira evidéncia experimental para dar suporte a etiologia viral da DIC ocorreu
quando Cole e Kutner, em 1926, demonstraram a presenga do virus em células de
glandulas submaxilares de cobaias jovens, que adquiriram a infecgcao apos terem recebido

uma inoculagdo de glandulas salivares. Eles sugeriram que o agente infeccioso pertencia
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ao grupo dos virus filtraveis, j4 que o material do inéculo havia sido filtrado, e eram
espécie-especifico (PLACHTER, SINGZER, JAHN, 1996).

Em 1954, Smith conseguiu isolar o virus a partir de culturas de tecidos, usando a
infecgdo de glandula salivar de camundongo como modelo experimental. Em 1956/57, o
isolamento do citomegalovirus humano ocorreu quase gque simultaneamente por trés
pesquisadores: Smith em St. Louis, Rowe em Bethesda e Weller em Boston, que
utilizaram técnicas de cultura celular em amostras de urina e tecido de criangas com
provavel infecgao causada pelo virus (COSTA, 1999).

O nome definitivo citomegalovirus foi proposto em substituicdo aos termos doenga
de inclusdo citomegalica e virus de glandulas salivares. Weller listou 3 critérios para
identificacdo do citomegalovirus: (a) tendéncia em causar infecg@o em glandula salivar; (b)
crescimento lento, somente em linhagens celulares derivadas de seus hospedeiros
naturais e (c) formagdo de inclusdes citoplasmaticas, além das inclusbes nucleares
(Weller, 1970).

A partir destes estudos, uma linhagem do HCMV, (cepa AD169), foi adaptada ao
laboratério por Tamashiro (1982), que realizou sua replicagado em culturas de fibroblastos
humanos e caracterizou a infecgéo pela presenca de lesdes focais constituidas por células
gigantes, contendo inclusdes intranucleares idénticas aquelas observadas nos materiais
procedentes de pacientes (ALFORD & BRITT, 1990).

O citomegalovirus humano HCMV foi originalmente classificado como herpesvirus,
baseando-se em critérios morfolégicos e bioquimicos. Em 1973, o Grupo de Estudos dos
Herpesvirus do Comité Internacional para a Nomenclatura dos Virus decidiu ndo utilizar o

termo citomegalovirus e recomendou que fosse dado um numero arabico a todos os
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herpesvirus: 0 HCMV ficou classificado como Herpesvirus humano 5 (HHV 5). Em 1979, o
mesmo Comité reabilitou 0 nome citomegalovirus. A familia Herpesviridae foi dividida em
trés subfamilias: virus herpes simples (Alphaherpesvirinae), citomegalovirus
(Bethaherpesvirinae) e o grupo dos virus linfoproliferativos (Gammaherpesvirinae) (HO,
1991; BROWN & ABERNATHY, 1998).

Com a descoberta do citomegalovirus, muitos estudos foram iniciados para que se
atingisse um maior conhecimento da sua biologia molecular, resposta imune, etc.. e
centenas de trabalhos estdo sendo feitos visando um melhor controle clinico dessa virose

nos grupos de risco.

1.2. Caracteristicas biolégicas do citomegalovirus humano

A classificacdo do HCMV é baseada nas propriedades bioldgicas de: especificidade
do hospedeiro, efeitos citopaticos e ciclo de replicagdo lento. em cultura celular e no
hospedeiro.

O virion completo mede entre 180 e 250nm de diametro; possui um envelope
glicolipidico que envolve toda estrutura viral, um capsideo icosaédrico de 110nm, com 162
capsémeros que envolvem o nlcleo composto por DNA de dupla hélice com 240 Kb
(STINSK, 1990). A formagdo do envelope glicolipidico, composto de porgdes das
membranas nuclear ou citoplasmatica, ocorre quando a particula viral atravessa do nicleo
para o citoplasma ou deste para o exterior da célula infectada. No processo de formagao

do envelope, ocorre a proje¢éo de glicoproteinas virais que constituirdo sitios antigénicos
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para anticorpos neutralizantes e seréo responsaveis pelo estimulo da imunidade humoral

e celular do hospedeiro (HO, 1991) (Figura 1).

Capsideo
icosaédrico

DNA linear fita
dupla

Tegumento

Membrana
lipidica

Glicoproteinas do
envelope

Copyright 1994 — 97 Marko Reschke (www.biografix.de/hcmv/htmi/metaframe/htm)

Figura 1— Estrutura do HCMV / Herpesvirus 5
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O genoma do HCMV é extremamente grande, com comprimento estimado de 65-
68nm; pode ser dividido em dois segmentos, denominados componente longo (L) e curto
(S), com possibilidade de sofrerem invers@o durante a replicacdo. Os segmentos estéo
delimitados por sequéncias repetitivas terminais (TR). A jung&o entre os componentes L e
S é composta de seqliéncias repetitivas internas (IR) e sao designadas IR-L e IR-S,
quando ligadas aos componentes L e S respectivamente. A seqliéncia entre as regides
repetidas sdo Unicas (U) e referidas como U-L e U-S. O HCMV tem maior complexidade
gendmica que outros herpesvirus, devido a ocorréncia de varias aquisicoes e duplicagoes
génicas. Apesar da complexidade do genoma, os B-herpesvirus mostram dependéncia
pelas células hospedeiras (STINSK,1990).

O HCMV é bastante termolabil, sendo que sua vida média a 37°C é de apenas 45
minutos. Pode ser destruido rapidamente pelo calor, baixo pH, éter e ciclos de
congelamento e descongelamento. A infectividade do HCMV é melhor preservada por
estocagem em diluente de bicarbonato de sédio na presenga de 35% de sorbitol a 90°C;
as células infectadas com o virus, suspensas em meio “Eagle” com 10 a 20% de soro fetal
e 10% de dimetil sulfoxido (DMSO), podem ser estocadas, por tempo indefinido, em
nitrogénio liquido a -190°C. (BROWN & ABERNATHY, 1998; COSTA, 1999).

Para iniciar a infeccdo da célula &€ necessario que o virus seja adsorvido aos
receptores de superficie celular e haja fusdo do envelope viral com a lamela externa da
membrana citoplasmatica. A partir dai, o capsideo € transportado para os poros nucleares
e o DNA é liberado no nacleo celular, onde ocorrem a transcrigdo e replicacado do DNA

viral e produgdo de novos capsideos (SILVA, 2000).
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A replicacdo viral apresenta padrdo similar ao dos demais herpesvirus, com
duracao média de 18 a 24 horas ocorrendo em trés fases (THE et al., 1992).

A primeira fase (imediata) tem inicio com a entrada do virus na célula hospedeira e
incorporagéo do material genético, com duragdo de 3 a 4 horas; neste periodo, um
pequeno nimero de genes é transcrito, ocorrendo a codificag@o de proteinas. As proteinas
sintetizadas nesta fase tém papel fundamental na regulacéo da expressdo do gene; sao
denominadas de antigenos imediatamente precoces (IEA) e estimulam a produgdo de
outras proteinas conhecidas por antigenos precoces (EA).

A segunda fase (inicial) leva de 4 a 12 horas e é caracterizada pela ocorréncia da
sintese da DNA polimerase, entre outras proteinas.

A terceira fase (tardia) é caracterizada pela formagdo de proteinas estruturais,
ligagdo das proteinas virais e liberagdo de novos virus, com duragéo de 6 a 14 horas. A
replicagdo do HCMV ocorre em um numero restrito de células, entre as quais os
fibroblastos humanos, que representam a linhagem celular a que o HCMV melhor se
adapta e, por isso, € a mais utilizada em cultivos laboratoriais.

Estudos in vivo com células de pacientes imunocompetentes e imunossuprimidos
mostram que os leucécitos polimorfonucleares sdo as células sangliineas mais
freqlientemente infectadas pelo HCMV e representam importante sitio de replicagao
(DANKNER et al., 1990).

Além de infectar o homem, os citomegalovirus sdo encontrados no mundo animal
em camundongos, cobaias e macacos, mas estas cepas sdo espécie-especificas, de

forma que as cepas de animais nao infectam o homem.
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1.3. Patogénese

Os mecanismos moleculares que determinam a permissividade das células para a
replicagao do HCMV nao s&o bem entendidos, mas sabe-se que o virus pode penetrar em
uma variedade de células sem que ocorra a replicagdo. Conclui-se que fatores celulares
determinam as conseqiéncias da infec¢do viral pelo HCMV, apds a entrada deste na
célula hospedeira (STINSK, 1990; PLACHTER et al., 1996).

Um dos mecanismos pelo qual o HCMV evade das defesas do hospedeiro é a
indugao de receptores F. e a ligagdo a p-2 microglobulina por parte de células infectadas,
para a protegéo contra a resposta imune humoral (MERIGAN & RESTA, 1990).

O HCMV compartilha com outros herpesvirus, a capacidade de: permanecer em
estado latente no hospedeiro, disseminar-se célula a célula em presencga de anticorpos
circulantes, reativar-se em condigées de imunossupressao e induzir imunossupressao
transitoria ao receptor (DRAGO et al., 2000)

O termo laténcia € usado para designar o fato de que uma vez infectado com estes
virus, o individuo esta infectado por toda a vida, mesmo sem evidéncia de replicagdo viral
ativa; o virus latente pode ser reativado geralmente em situagcbes de grave
imunossupressao. A estabilidade da laténcia e os fatores que irdo reativar os virus sdo
diferentes para cada virus, embora todos sejam reativados por drogas imunossupressoras,
entretanto, estudos em humanos e murinos apontam para o provavel sitio de laténcia,
subpopulagdes de linfocitos, onde ocorreria a express@o de um nimero minimo de genes.

(BRUGEMMAN, 1993). A associa¢do celular significa que o virus € transmitido entre
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individuos e dissemina-se célula a célula; a imunidade celular é essencial para a defesa

do hospedeiro contra estes virus.

1.4. Epidemiologia e transmissao

A infecgdo pelo HCMV é comum na maioria da populagao, infectando 0,5 a 1,0% de
todos os recém-nascidos e mais ou menos 50% da populagdo adulta em paises
desenvolvidos. Por meio de estudos soroepidemiolégicos, demonstrou-se que a infecgao
ocorre praticamente em todas as regides do mundo e a prevaléncia de anticorpos
aumenta com a idade, atingindo niveis maximos apds 25 anos; existe uma relagéo
bastante nitida entre a prevaléncia de anticorpos numa determinada populagéo adulta e
seu nivel sdcioecondmico (MUSTAFA, 1994; BROWN & ABERNATHY, 1998).

A analise de estudos correlacionando idade e prevaléncia da infecgéo sugere 2
periodos de aumento da infecgdo: o primeiro € o periodo perinatal, € o segundo ocorre
durante os anos da maturidade sexual (HO et al., 1990).

O indice endémico da infecgao mostra uma clara variagdo em diferentes regioes
geograficas. Enquanto, por exemplo, o indice de infecgdo endémica na América do Norte
e na Europa esta entre 50% (40-80%) em média, no Japao e alguns paises da América do
Sul ou Africa estdo préximos de 100% (HO, 1991). No Brasil, ha altas taxas de

soroprevaléncia atingindo mais de 90% em populagdes adultas (SUASSUNA, LEITE,

Introdugéo 38



VILELA, 1995; CAMARGO et al., 1996; COSTA et al., 1999; AQUINO & FIGUEIREDO,
2001).

Com relagdo a epidemia em grupos de alto risco, sabe-se que pacientes
imunossuprimidos, como o0s transplantados, os portadores da Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida e aqueles que sao submetidos a quimioterapia tém maior risco
de desenvolver a doenga por HCMV. (COSTA, 1999)

Existem trés padrdes epidemiologicos da infecgdo por HCMV: infecgdo primaria em
individuos previamente soronegativos; secundaria por reativagdo da infecgcdo latente e
ainda secundaria, por reinfec¢do por outras linhagens do virus (HIBBERD & SNYDMAN,

1995; MAYA & AZULAY, 2000).

O HCMV pode ser transmitido por :
- via transfusional (sangue ou seus derivados): a grande maioria de casos de
transmissao poés-transfusionais, cerca de 90%, sdo assintomaticos. O risco aumenta

com o numero de unidades transfundidas (BOWDEN, 1991).

- via materno-fetal: a transmissdo pode ocorrer por (a) transmissdo transplacentaria:
geralmente ocorre em mulheres que adquirem a primoinfecgdo durante a gestagdo. A
manifestagao clinica acontece em 8-10% das criangas; (b) transmiss&o pelo canal de
parto: ocorre em gestantes previamente soropositivas para o HCMV, devido a
presenga de particulas virais no cervix uterino. Os bebés raramente apresentam

manifestagdes clinicas; (c) transmissao pés-parto, cerca de 27% das mulheres
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soropositivas para o HCMV excretam o virus no leite materno, porém nem todos os

recém-nascidos apresentam manifestagdes clinicas (MAYA & AZULAY, 2000).

- via contato sexual: tanto o cérvix uterino de mulheres previamente soropositivas como
o sémen humano sdo importantes reservatérios de HCMV. Ocorre maior prevaléncia
de HCMV em mulheres com varios parceiros sexuais e em mulheres que iniciaram
precocemente atividade sexual. Ha evidéncias epidemiologicas e biologicas de que o
HCMV também pode ser transmitido por relagdo homossexual, ja que cepas idénticas

de HCMV foram encontradas em parceiros sexuais (BRUGEMMAN, 1993).

- via 6rgdo transplantado: a transmissdo por transplante de 6rgaos geralmente esta
associada a presenca de infecgdo latente nos 6rgéos transplantados (COSTA et al.,
1994). O HCMV é o agente infeccioso mais freqiente em transplantados de o6rgaos,

afetando pelo menos 2/3 desses individuos (RUBIN, 1993).

Criangas infectadas com o HCMV conservam o virus no ftrato respiratério e trato
urinario por longos periodos; 0 mecanismo exato da transmissa@o do virus entre criangas
n3o é conhecido, mas parece ser necessario contato intimo para a contaminagéo ocorrer.

Durante a vida adulta, individuos com sorologia positiva, na familia e no local de
trabalho, s@o fontes insignificantes de transmiss&o da infecgao, porque, usualmente, ndo

excretam o virus na urina e trato respiratorio (COSTA ,1999).
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1.5. Manifestagdes clinicas

Na grande maioria dos casos, a infecgdo pelo HCMV é subclinica. No adulto
imunocompetente, quando sintomatica, a infec¢do assume quadro clinico semelhante a
“Sindrome da Mononucleose”, caracterizada pelo aparecimento de febre, anorexia,
mialgias e artralgias. (SCHULMAN et al., 1991; CAPULONG, MENDOZA,CHAVEZ, 1998).

No entanto, em pacientes imunossuprimidos, o HCMV pode provocar doenga grave
e 0s grupos de maior risco sdo: criangas com infecgdo congénita, receptores de
transplantes de 6rgaos, pacientes com cancer submetidos a quimioterapia e os portadores
da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) (COSTA, 1999; MAYA & AZULAY,
2000).

Um dos fatores que mais tém contribuido para o aumento da ocorréncia de infecgdo
pelo HCMV é o emprego cada vez mais comum de drogas imunossupressoras O HCMV
causa aumento da morbidade, assim como da mortalidade, uma vez que esta infecgéo
predispde a infecgao por outros patdégenos oportunistas, da mesma forma que aumenta o
risco de rejeigdo do 6rgao transplantado. Ocorrida a infecgdo, o virus pode permanecer
latente em equilibrio com o organismo infectado ou reativar a atividade viral, quando
ocorrer diminuicdo da imunidade do hospedeiro, caracterizando o HCMV como agente

oportunista (HO et al., 1990; MYERS & AMSTERDAM, 1997).

Manifestacoes clinicas mais frequentes causadas pelo HCMV:
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Febre: é a manifestagao clinica mais frequente, podendo ocorrer em 100% dos casos, em
30% dos casos, pode ser a Unica manifestagao observada (> 38°C); geralmente a duragao
é em torno de uma semana, podendo estender-se por até quatro semanas. Pode estar
associada a cefaléia, fadiga, anorexia e mal-estar; De maneira geral, febre entre o
primeiro e o quarto més, pés-transplante renal sem foco infeccioso evidente, em pacientes
soronegativo para HCMV, antes do transplante, € um evento altamente suspeito de
infecgdo primaria pelo HCMV e esta hipotese deve sempre ser considerada (LJUNGMAN

& PLOTKIN, 1995).

Pneumonite: sintomatologia respiratéria e achados radiolégicos com infiltrado intersticio-
alveolar difuso bilateral, junto com o HCMV detectado em lavado brénquio—alveolar ou
biopsia de pulmao. Na presenca de sintomas respiratorios, a evolugdo para insuficiéncia
respiratéria aguda é frequente; o HCMV pode estar associado a outro patdégeno

oportunista, por exemplo P. carinii.

Doenga gastrointestinal: sintomatologias compativeis com colite, gastrite ou esofagite
associadas a histologia ou imuno-histoquimica positivas para HCMV de bi6psias de lesbes

ulceradas macroscopicas do trato gastrointestinal.

Hepatite: o virus devera ser demonstrado em bidpsias hepaticas, em combinagao com

aumento de duas vezes o valor normal das enzimas hepaticas, como Alanina-amino—

transferase (ALT), e achados histopatolégicos caracteristicos.
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Leucopenia: leucécitos abaixo de 4.000/mm?® ou trombocitopenia inferior a 100.000/mm?,

excluidas outras causas hematologicas.

Manifestagbes mais raras: doengas neurolégicas com sintomatologia compativel com
quadro de encefalite, mielite ou doenga difusa no sistema nervoso central, juntamente com

a detecgéo do HCMV em liquido cefalorraquidiano, por cultura ou detec¢éo do antigeno.

Manifestagbes tardias: corioretinite com lesdes oftalmicas tipicas com ou sem provas
virologicas. O acometimento ocular, quando ocorre, € evidenciado por um infiltrado
perivascular de carater granuloso, com varios graus de exudatos e hemorragia retiniana,
que pode progredir, acometendo a macula (LJUNGMAN & PLOTKIN, 1995; HIBBERD &

SNYDMAN, 1995).

1.6. Citomegalovirus em transplantados renais

Com o dominio de técnicas cirurgicas adequadas, infeccdes e episédios de rejeigéo
constituem os principais problemas enfrentados apés a realizacdo de transplante renal.
Em relagao as infecgdes ha maior incidéncia de infecgdes virais, sejam elas na forma de
doencga aguda ou reativagao de infecgao latente (HO, 1991).

A infecgdo por HCMV pode levar a morbidade e mortalidade em pacientes
transplantados. O risco da infeccdo pode estar relacionado com o estado sorolégico do

doador e do receptor antes do transplante (JONG et al., 1998). Aproximadamente 80 a
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100% dos transplantados foram infectados no passado e possuem anticorpos anti-HCMV
da classe IgG.

A doenga causada por HCMV pode ser resultante de 3 padrdes epidemioldgicos:
infeccdo priméaria ou infecgdo secundaria por reativagdo ou reinfeccdo. A infecgao
primaria, geralmente mais grave, ocorre quando um individuo soronegativo para 0 HCMV
se infecta com o virus latente, presente em células de um doador soropositivo. Em
transplantes renais, a fonte de infeccdo em 80-90% dos casos é o rim do doador
soropositivo; nos restantes 10-20%, a fonte de infeccdo ocorre a partir do uso de
derivados de sangue de doadores soropositivos para o HCMV (RUBIN, 1990).

A reativagdo da infecgdo ocorre quando o receptor de transplante, previamente
infectado pelo HCMV (soropositivo antes do transplante), sofre reativagao do virus latente,
apés o transplante. A reinfecgao € a forma na qual o receptor soropositivo recebe um
enxerto de um doador também soropositivo, cuja cepa viral é reativada.(DRAGO et al.,
2000).

A incidéncia de doenga sintomatica é diferente para as trés formas de infeccao.
Infecgbes primarias sao freqiientemente sintomaticas(cerca de 40-60% dos casos); nas
reativagbes, menos de 20% dos casos tornam-se sintomaticos e, na reinfecgdo, 40% dos
pacientes apresentam manifestaces clinicas (HIBBERD & SNYDMAN, 1995: COSTA,
1999).

Estudos soroepidemiolégicos em sorogrupos (D+/R+), doador e receptor
soropositivos, tem sugerido que a co-infecgdo com herpesvirus humano tipo 6 (HHV 6),
representa um fator de risco adicional para o desenvolvimento da doenga por HCMV, na

auséncia de outros fatores de risco (JONG et al., 1998).
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Muitas evidéncias sugerem que o HCMV é um fator de risco para a rejei¢gao aguda,
que por sua vez correlaciona-se com a menor sobrevida do enxerto renal a longo prazo,
especialmente nos pacientes que fazem uso de imunossupressao com globulinas anti-
linfocitos T (OKT3) (POUTEIL-NOBLE et al, 1993; NAIMARK & COLE, 1994; PORTELA et
al., 1995; LOWANCE, et al.,1999).

As citocinas produzidas em resposta a infec¢ao viral favorecem a expressao dos
antigenos maiores de histocompatibilidade de classe | e |l, nas células infectadas, e
consequente aumento da resposta citotoxica de linfocitos (SCHROEDER et al., 1999;
PELLEGRIN et al., 2000).

O HCMV pode causar uma disfungao reversivel do enxerto caracterizada pela
elevacdo dos niveis séricos de creatinina, que geralmente regridem apds o controle do
processo infeccioso (SANTOS, QUADROS, FILHO, 2000).

A onipresenca deste virus, sua tendéncia a ser reativado quando as defesas do
hospedeiro estdo comprometidas e sua capacidade para se disseminar a varios 6rgéaos
sdo caracteristicas que podem ajudar a explicar sua ocorréncia frequente na populagao

transplantada (COSTA et al., 1999).

1.7. Diagnéstico da infecgao por citomegalovirus

A infeccdo pelo HCMV é extremamente dificil de ser diagnosticada pelo exame

clinico e depende, em Ultima analise, de confirmagéao laboratorial, que demonstre o virus,

seus componentes ou a presenga de anticorpos especificos. O objetivo dos testes
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diagnosticos é diferenciar a infecgdo por HCMV de outras infecgbes oportunistas ou
rejeigao, monitorar o uso de drogas antivirais e fornecer uma ferramenta para o estudo da
interagdo entre o virus e o sistema imune. O diagnéstico precoce da infecgéo ativa por
HCMV é importante uma vez que estudos recentes mostram que o tratamento precoce de
uma infecgdo ativa assintomatica reduz efetivamente quadros de morbidade e mortalidade
causados pelo HCMV em transplantados renais (GOODRICH et al., 1991; JONG et al.,
1998)
Ha alguns requisitos para se considerar uma boa técnica na monitorizagédo do
HCMV (BOECKH & BOIVIN, 1998). As caracteristicas mais importantes sao:
- Alta sensibilidade que permita a detecgdo precoce em individuos com alto risco
para doenca;
- Potencial para quantificar os resultados: aumentando o valor preditivo positivo
do teste e medindo a carga viral durante o tratamento antiviral;
- Rapidez para permitir o inicio e o tratamento precoce;

- Alto grau de reprodutibilidade.

O primeiro método diagnéstico utilizado para identificagdo do citomegalovirus foi a
citologia exfoliativa que evidenciava a presenga de células grandes contendo inclusdes
intranucleares, identificadas como citomegélicas; posteriormente surgiram outros métodos
mais sensiveis e especificos para identificagdo da infecgdo causada pelo HCMV. Estes
métodos foram agrupados em categorias: citologicos e histopatologicos, isolamento do
virus, sorologicos, detecgdo de antigenos virais e detecgdo de acidos nucléicos (CHOU,

1990).
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1.7.1. Citolégicos e histopatolégicos

Citologicos

Os métodos citolégicos para identificagao do HCMV podem ser realizados em
lavados, secregdes e aspirados de tecidos (DREW, 1988; MAYA & AZULAY, 2000). Foi o
primeiro método utilizado para se detectar a infecgéo pelo HCMV em pacientes vivos, por
meio da pesquisa de células esfoliadas no material examinado. Em geral, € um método

com baixas sensibilidade e especificidade (SUASSUNA & MACHADO, 1992).

Histopatologicos

O diagnodstico da presengca do HCMV em cortes de tecidos é feito por meio da
visualizagdo das células com inclusdes virais. O achado de células com inclusdes tipicas
permite, muitas vezes, atribuir ao HCMV a disfung@o ou lesdo do 6rgao estudado. Apesar
deste método ser considerado de baixa sensibilidade ele evidencia a doenga tecidual

invasiva (SUASSUNA & MACHADO, 1992; MAYA & AZULAY, 2000).

1.7.2. Isolamento do virus

Cultura classica
O HCMV nao infecta nenhum animal de laboratério; todas as amostras para
isolamento e identificagdo do virus devem ser inoculadas em culturas celulares. O HCMV

pode ser isolado de materiais biolégicos variados como fluidos orgénicos (urina, sangue,
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lavado de orofaringe, saliva, lagrimas, leite, sémen, fezes e secreg&o cervico vaginal) e
tecidos obtidos de biopsias ou necrépsias (MEYERS, LJUNGMAN, FISHER, 1990;
HO,1991). O diagnostico classico utilizado para demonstrar infecgéo ativa por HCMV € a
inoculagdo do material suspeito em cultura de fibroblastos humanos, Unica linhagem
celular que permite sua replicagdo in vitro. Porém, além da complexidade envolvida com
os métodos de cultura celular, o efeito citopatico € observado apés muitos ciclos de
replicacdo (28 dias para produzir efeito) e, dependendo da concentragao de virus na

amostra, a replicagdo € mais lenta (CHOU, 1990; HO, 1991).

Cultura com isolamento rapido

Varios procedimentos tém sido usados para diminuir o tempo necessario para
detecgao do virus em cultura de tecido. Apos a inoculagédo da amostra na cultura de
tecido, técnicas de imunofluorescéncia direta e/ou indireta podem ser usadas para
detectar o antigeno viral em células infectadas da cultura.

A centrifugagdo da amostra em baixa velocidade, antes da sua inoculagéo ao meio
de cultura, facilita a adsorgao viral as células da cultura.

A técnica mais usada utiliza monocamadas de fibroblastos cultivadas sobre
laminulas de vidro em placas (“shell vials”), com pequenos volumes de meio de cultura.
Apos o periodo necessario para a expressdo dos antigenos precoces, a laminula é
retirada da placa, fixada e incubada com os anticorpos monoclonais antiproteina nuclear
precoce e o sistema é revelado pelas técnicas de imunofluorescéncia.

E mais sensivel e rapido que o método da cultura de células convencional (LEE &

HALSWORTH, 1990).
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1.7.3. Sorolégicos

As duas principais razdées para 0 uso clinico dos testes soroldégicos para o HCMV
sdao a determinagdao da susceptibilidade a infeccdo primaria (mais freqlientemente
sintomatica) e a avaliagdo do sangue e do érgdo do doador quanto a prévia exposigao ao
HCMV (potencial de transmissao do HCMV latente) (CHOU, 1990).

Varios métodos sao utilizados para a detecgao de anticorpos contra o0 HCMV. Os
métodos classicos ndo discriminam anticorpos IgM e 1gG e dentre estes ha a neutralizagao
viral e a fixagao de complemento. Os métodos sorolégicos modernos detectam anticorpos

da classe IgM e IgG contra o HCMV por técnicas sorologicas variadas.

Imunofluorescéncia indireta (IFl)

Dependendo do tipo de preparagao do antigeno de HCMV, esta técnica permite a
deteccdo de anticorpos dirigidos contra antigenos imediatamente precoce, precoce e
tardio. A especificidade da IFl para IgG pode ser comprometida por receptores Fc no
citoplasma de células infectadas que podem levar a resultados falso-positivos. Para
eliminar este inconveniente, a imunofluorescéncia pode ser realizada com
anticomplemento. Nessa situagdo, o complemento € incubado com o soro do paciente e
apenas as imunoglobulinas que se ligarem especificamente ao seu antigeno, sdo capazes
de ativar o complemento. O uso de anti-soro especifico para diferentes classes de

imunoglobulinas também permite a detecgao de IgM e IgA.
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Imunoensaios de ligagdo (Radioimunoensaio RIA / Imunoensaio Enzimatico
ELISA)

Estas técnicas permitem detectar diferentes classes de imunoglobulinas e utilizam
os mesmos principios analiticos, porém, os RIA utilizam substancias radioativas e o ELISA
utiliza uma enzima como substancia reveladora.

Entre os imunoensaios mais recentes podem ser destacados: o imunoensaio com
particulas de latex, o imunoensaio fluorescente em fase solida e o imunoensaio com

antigeno imobilizado em membrana.

Teste de avidez de anticorpos

Devido as dificuldades de distingdo entre infecgdo primaria e secundaria pelo
HCMV, quando o status sorologico pré-transplante ndo é conhecido, o teste de avidez de
anticorpos anti-HCMV IgG tem sido utilizado para tentar solucionar esta questao. A avidez
dos anticorpos aumenta progressivamente com o tempo, apds a exposi¢éo ao imundgeno,
assim se a avidez de anticorpos é baixa, isto confirma a infecgdo primaria (LUTZ, WARD,

GRAY, 1995).

1.7.4. Detecgdo de antigenos virais

A detecgdo do antigeno de HCMV em leucécitos do sangue periférico
(Antigenemia) foi desenvolvida por van der Bij et al. em 1988, e tem sido demonstrada
como sendo uma técnica rapida (4-5h), direta e sensivel na detecgdo quantitativa do

HCMV (THE et al., 1990).
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A Antigenemia & baseada na detecgdo 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, nao detecta reagdo cruzada
com células infectadas por outros virus pertencentes ao herpesvirus e nao reagem com
outras células (BOECKH & BOIVIN, 1998).

O antigeno pp65 € a proteina viral dominante que se pode detectar nos leucécitos
de sangue periférico durante as infecgdes ativas. O numero de leucécitos positivos
positivos para pp65 pode variar de 1 a 100 x 10 > leucocitos em infecgdes sintomaticas
(van der BIJ et al. em 1988).

O teste da Antigenemia € um método sensivel para a estimativa da carga viral
sistémica do HCMV e pode ser detectado de varios dias a uma semana antes do
aparecimento dos sintomas. (THE et al., 1990; TANABE et al., 1997; SCHROEDER et al.,
1999; GOOSSENS et al., 2000).

A vantagem da Antigenemia é que pode ser facilmente quantificada, revelando uma
estimativa da carga viral que é Util na diferenciagao de doeng¢a por HCMV de outras
complicagbes; na avaliagdo da eficacia da terapia antiviral e, possivelmente, na detecgéo
precoce da resisténcia a droga Com relagéo ao valor da Antigenemia, existem relatos na
literatura de que quando 2 a 5 células apresentam-se coradas por 50.000
polimorfonucleares (PMN) analisados, ha um risco de 10% de desenvolver doenga por
HCMV e, se houver mais de 50 células por 50.000 PMN, o risco € superior a 70% (THE et
al., 1992). A desvantagem é que a amostra deve ser processada em curto espago de

tempo, sendo recomendavel até 8 horas apés a coleta. Em pacientes com grave
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neutropenia, 0 exame nao pode ser realizado em raz&o da baixa contagem de granulécitos

(BOECKH et al., 1992; BOECKH & BOIVIN, 1998).

1.7.5. Detecgdo de acidos nucléicos

O desenvolvimento de técnicas de DNA recombinante, com a consequente
clonagem e caracterizagdo do HCMV, tornou possivel a detecgdo do virus em amostras
biolégicas por meio de hibridizagdo com sondas especificas para 0 HCMV. Estes métodos
apresentam vantagens significativas sobre as técnicas classicas e representam um grande
avancgo na metodologia diagnéstica do HCMV. No entanto, existem alguns inconvenientes
referentes & complexidade da realizagdo destes métodos e a utilizagdo de isdtopos
radioativos. Ainda que o método seja sensivel, estima-se ser necessaria a presenca de
30.000 a 40.000 particulas virais na amostra para a detecgao ser realizada (CHOU &
MERIGAN, 1983).

Com o inicio da amplificacdo génica pela reagdo em cadeia catalisada pela
polimerase (PCR) permitiu-se a produgdo de grande quantidade de fragmentos
especificos de DNA, a partir de substratos complexos e em concentragbes diminutas
(SAIKI, 1995; 1988).

Basicamente, esse procedimento permite a amplificagdo de um fragmento
especifico de DNA “primer”, escolhido pelo pesquisador. ‘A orientagéo dos “primers” faz
com que a sintese do DNA ocorra na regido interna entre eles. Desse modo, o produto da
extensdo de um “primer” é utilizado como substrato para o outro, o que resulta, em cada
ciclo, na duplicagao da quantidade de DNA sintetizada no ciclo precedente. (COSTA &

COSTA, 1992).
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A PCR é um método rapido (4 a 6 horas), especifico e extremamente sensivel; os
principais problemas deste método sdo os resultados falso-positivos resultantes da
contaminagd@o do teste e os resultados falso-negativos que podem ser causados pela
variabilidade genética das cepas do HCMV ou pela presenga de reagentes inibidores da
PCR na amostra (THE et al., 1992).

A partir dos trabalhos pioneiros de DEMMLER e SHIBATA utilizando a amplificagao
de DNA, por meio da reagédo em cadeia da polimerase a detecgdo do HCMV foi levada a
efeito em amostras contendo pequeno numero de cépias do virus (DEMMLER et al., 1988;
SHIBATA et al., 1988).

Ainda que o HCMV seja um virus associado a célula, a PCR pode ser aplicada ao
plasma ou soro (ASPIN et al., 1994; NOLTE et al.,1995;, BOECKH et al., 1997). Sugere-se
que o DNA viral encontrado no plasma pode ser derivado da lise de células infectadas
com o HCMV como os polimorfonucleares (PMN) e as células endoteliais (BOECKH et al.,
1997; GERNA et al., 1994).

Diversos métodos de PCR sao utilizados atualmente: PCR simples, “Nested” PCR
(dupla PCR), RT-PCR (PCR apés transcrigao reversa); a técnica de PCR pode ser
qualitativa ou quantitativa, entretanto sua padronizagédo nao esta bem estabelecida;
diferentes laboratérios amplificam diferentes regides do genoma utilizando diferentes
pares de “primers” (GERNA et al., 1996).

A detecgao de DNA viral do HCMV por PCR realizada em transplantados renais
(van DORP, et al., 1992) e de medula 6ssea (CASSOL et al., 1989; EINSELE et al., 1991)
provou ser um indicador precoce da infecgdo por HCMV e tem sido considerada mais

sensivel que a cultura de células. Foi aplicada em cortes histologicos para detecgéo do
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DNA do HCMV em bidpsias retiradas de pacientes com doenga por HCMV e provou ser
mais sensivel do que a técnica da hibridizagao in situ (EINSELE et al., 1991).

Na tentativa de se aumentar a sensibilidade e especificidade da PCR simples e de
se obter resultados mais rapidos, tem sido utilizada a “Nested”-PCR (dupla PCR). Nesta
técnica ocorre a amplificagdo de uma seqiiéncia alvo em duas etapas: na primeira
amplificagao utiliza-se um par de “primers” especificos para um fragmento alvo desejado;
a partir do produto da primeira amplificagdo, um novo par de “primers” € utilizado para uma
regido interna ao fragmento anterior (PORTER-JORDAN et al., 1990; FOX et al., 1995;
SEGOND et al., 1996; SUMIMOTO et al., 1998, ABECASSIS et al., 1997). Com o PCR
simples é possivel identificar 100fg de DNA do HCMV, com a PCR dupla pode-se detectar

de 5 a 10fg de DNA (BRITTING et al., 1991).

1.8. Tratamento e prevencgao da infecgao por citomegalovirus humano

Devido a alta frequéncia de infecgao ativa por HCMV em receptores de transplante
renal, cresce o interesse pela profilaxia da infecgdo pelo HCMV. Quando o ganciclovir
tornou-se disponivel, foi possivel a profilaxia para varios tipos de transplante (FREISE et
al., 1991; GOODRICH et al., 1993; MERIGAN et al., 1992).

A administragdo de ganciclovir, que é um analogo da guanina, tem potente
atividade contra o HCMV, inibindo competitivamente a DNA polimerase viral ao se
incorporar ao DNA do virus, ocorrendo o término da duplicagdo do DNA e, com isso, o da
replicagdo viral (CRUMPACKER, 1996). A partir do mecanismo de agdo do ganciclovir,

observa-se que ele pode inibir apenas a replicagao do virus; os virus latentes que nao
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sintetizam nenhum DNA durante o tratamento ndo séo eliminados. Consequentemente, os
virus ndao podem ser removidos do organismo e recorréncias e reativagoes sdo possiveis,
mesmo apés um tratamento com sucesso (SMITH et al., 1997).

Na prevencdo da infecgdo ativa por HCMV e, por conseqiéncia da doenca
associada, o ganciclovir tem se mostrado eficiente (SCHIMIDT et al., 1991). Com a
deteccao precoce da infecgdo, a terapia com ganciclovir reduz significativamente o
desenvolvimento da doenga (GERNA et al., 1991; WINSTON et al., 1993; FLECHNER, et
al., 1998). Ha duas alternativas para se evitar a ocorréncia da doenga em um grupo de
pacientes sob risco da doenga por HCMV. A primeira € a de administrar ganciclovir em
todos os pacientes soropositivos; esta estratégia expde um numero substancial de
pacientes a uma droga que € potencialmente toxica. Outra possibilidade é a utilizagao de
métodos de detecgcdo de HCMV mais rapidos e sensiveis com o objetivo de iniciar
precocemente a terapéutica especifica € monitorar essa terapia, evitando custos e
toxicidade desnecessarios (GOODRICH, et al., 1991; SCHIMIDT et al., 1991, WINSTON et
al., 1993).

O ganciclovir pode causar granulocitopenia, trombocitopenia, azoospermia e
elevagdo da creatinina sérica; ale da nefrotoxicidade (CRUMPACKER, 1996). Estes
efeitos sao reversiveis com a interrupcdo da droga. O ganciclovir pode também ser
utilizado em pacientes de alto risco (doador positivo e receptor soronegativo) para infecgao
ativa e doenga por HCMV e naqueles pacientes que fazem uso de anticorpos
antilinfociticos. Quanto a prote¢ao imunolégica com o uso de vacinas, estudos vém sendo
desenvolvidos, porém existem muitas dificuldades devido a grande variabilidade genética

deste virus. Imunoglobulina hiperimune associada ac ganciclovir pode ser usada em
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pacientes de alto risco, diminuindo a gravidade da doenga e das infecgdes oportunistas
(FLECHNER, et al., 1998)
Em virtude do exposto e a importancia da infecgdo pelo HCMV em transplantados

renais no Brasil, esse trabalho foi realizado.
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2 - OBJETIVOS

Estudar, prospectivamente, receptores de transplante renal em seguimento na
disciplina de Nefrologia do Departamento de Clinica Médica da Faculdade de Ciéncias
Médicas FCM/Unicamp, em relagdo a infecgdo pelo HCMV, comparando as técnicas

de “Nested”-PCR e Antigenemia para monitorizagéo da infecgéo ativa por HCMV.

Estabelecer a soroprevaléncia da infecgdo por HCMV nos receptores e respectivos

doadores, antes do transplante renal.

Estabelecer a prevaléncia e a cronologia da infecgao ativa e provavel doenga por

HCMV nos receptores de transplante renal estudados, utilizando a “Nested"-PCR e a

Antigenemia.
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3 - CASUISTICA E METODOS

3.1. - CASUISTICA

Foram estudados, prospectivamente, durante 4 meses apos o transplante, 48
pacientes submetidos a transplante renal na Disciplina de Nefrologia do Departamento de
Clinica Médica da Faculdade de Ciéncias Médicas FCM/UNICAMP no periodo de
junho/1999 a novembro/2000.

Utilizamos os seguintes critérios para incluséo dos pacientes no estudo:

-Todos os pacientes que seriam submetidos & transplante renal com doador vivo ou

cadaver, independente do sexo e idade.

-Sobrevida do paciente e do rim transplantado e acompanhamento de pelo menos 1

més apos o transplante;

-Manutengao da imunossupressao.

-Disponibilidade de amostras seriadas (pré e pos-transplante) adequadas de

sangue para a realizagao dos testes laboratoriais.

Durante o periodo de estudo, o protocolo de seguimento para a realizagdo das

coletas foi o seguinte: no dia do transplante, foram colhidas amostras de soro e sangue
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total do receptor e, quando possivel, do doador. e coleta de sangue, semanais, durante o
primeiro més poés-transplante e a cada 15 dias, até o quarto més poés-transplante. As
amostras eram coletadas durante os periodos de internacdo ou nos retornos dos
pacientes ao Ambulatério da Disciplina de Nefrologia (FCM/UNICAMP) e, em seguida,
enviadas ao Laboratério de Diagnéstico de Doengas Infecciosas por Técnicas de Biologia
Molecular e Antigenemia.

Todos os pacientes (receptores de rim) que participaram desse trabalho e seus
doadores foram informados sobre os procedimentos a serem adotados e concordaram
com a sua realizagdo. Nos casos de doador cadaver, a familia concordou com a colheita

do material necessario ao estudo. Termo de consentimento apéndice 1.

3.2. - Protocolo de imunossupresséao dos receptores de transplante renal.

O esquema de imunossupressdo padronizado para transplantados renais na
Disciplina de Nefrologia do Hospital de Clinicas da UNICAMP, seguiu os seguintes

parametros:

Doador vivo com HLA tipo | (idéntico) e HLA tipo Il (haploidéntico)

* Metilprednisolona , Ciclosporina (CYA), Azatioprina (AZA) ou Micofenolato Mofetil
(MMF) nos casos de mielo ou hepatotoxicidade pela Azatioprina e Prednisona (PRED).
A compatibilidade HLA foi determinada no laboratério de histocompatibilidade.

Doador cadaver
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+ Ciclosporina (CYA), Azatioprina (AZA), Prednisona (PRED) e Tracolimus (FK 506)

Os episodios de rejeicdo aguda foram tratados com ‘pulsoterapia’ utilizando
metilpredinisolona. Episédios do tipo cortico-resistentes foram tratados com OKT3
(anticorpo antilinfocito T). Na presenga de rejeicao cortico-resistente substituiu-se AZA por
MMF e CYA por FK 506.

3.3. - METODOS

Neste estudo foram realizados dois métodos para a deteccdo de infecgao ativa por

HCMV.

1. Antigenemia para detecgdo de antigenos do HCMV no sangue periférico;

2. Reagdo em cadeia da polimerase tipo “Nested”-PCR para detecgao de DNA viral no

sangue periférico.

3.3.1. - ANTIGENEMIA

O teste de Antigenemia seguiu o método descrito por van der BlJ et al.,(1988), com

algumas modificacdes.
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A técnica de Antigenemia foi sempre realizada em quatro etapas basicas: (a)
isolamento de leucécitos do sangue; (b) fixagdo dos leucécitos em Iaminas microscopicas;
(c) identificagdo de proteinas com o uso de anticorpos monoclonais e peroxidase e (d)
avaliagao microscopica e contagem semiquantitativa.

(a) Extracao de leucécitos (polimorfonucleares) do sangue

Apos a recepgao do sangue em tubo com EDTA, este material foi transferido para
um tubo de plastico de 15ml (Tipo Falcon) e a ele adicionaram-se 2ml da solugao de
Dextran (5%) diluido em PBS, pH 7.4 (sangue/dextran na proporgao 4:1). O tubo foi
homogeneizado por inversdo e colocado em estante inclinada para tubos em angulo de
45° por 30 minutos, em estufa a 37°C.

Em seguida, o sobrenadante foi transferido com pipeta Pasteur para outro tubo de
15ml e centrifugado 10 minutos a 1200 rpm; o sobrenadante foi desprezado e o sedimento
agitado no vortex vigorosamente.

Para remover as células vermelhas persistentes, o sedimento foi suspendido com
10ml da solugao de Cloreto de Ambdnio (pH 7.4), homogeneizado e mantido em
temperatura de 4°C por 10 minutos; em seguida, foi centrifugado a 1200 rpm por 10
minutos e o sobrenadante desprezado. O sedimento foi lavado por 2 a 3 vezes com PBS e
centrifugado 10 minutos a 1200 rpm. O sedimento celular foi suspendido em 200 a 1000ul

de PBS, dependendo da quantidade de sedimento.

(b) Preparacao das laminas
Para cada amostra preparou-se uma suspensdo com 2 x 10° células/ml. A seguir

foram colocados 100ul da suspensédo por “cup” da citocentrifuga (Marca Revan / Modelo
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Citociclo) e realizou-se a centrifugagéo por 5 minutos a 970 rpm. As laminas foram feitas
em duplicata. Apos a centrifugacao, as laminas eram secas, fixadas com Paraformaldeido
por 10 minutos, lavadas 3 a 4 vezes com PBS e soro fetal bovino e permeabilizadas com
Nonidet P-40 por 5 minutos; apés nova lavagem, as laminas foram novamente secas,
embrulhadas em papel manteiga e papel aluminio e estocadas a temperatura de -20°C até
o momento da revelagao.

O sedimentode leucoécitos remanescente foi utilizado para a reacao de “Nested’-

PCR.

(c) Coloragao das laminas

As ldminas foram secas por 10 minutos a temperatura ambiente e a area da reagao
foi delimitada com esmalte. Em seguida, as laminas foram Umidas com PBS, escorridas e
nelas aplicados 35ul de anticorpo monoclonal (anti-pp65) diluido 1:10 em PBS por area de
reacdo. O anticorpo monoclonal utilizado foi o CLONAB HCMV do laboratério BIOTEST
AG (Dreieck - W. Germany), contendo uma combinag&o de anticorpos monoclonais C-10 e
C-11 que reconhecem o antigeno pp65.

As laminas foram, entdo, incubadas por 45 minutos em camara Umida a
temperatura ambiente (a area de reagéo na lamina a partir desse ponto n&o pode secar).
A seguir foram lavadas 3 vezes, 5 minutos cada , com PBS.

Foram aplicados 35ul do conjugado (anti-anticorpo secundario ligado a peroxidase)
diluido a 1:40 em PBS na area da reagao, (conjugado utilizado laboratério BIOTEST AG).
A seguir, as laminas foram incubadas por 30 minutos, a temperatura ambiente, em camara

Umida e lavadas por 3 vezes com PBS, 5 minutos cada lavagem.
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As laminas foram cobertas com solugdo de AEC (3-amino-9-etil-carbazol — marca
Sigma), e deixadas no escuro por 8 minutos, a temperatura ambiente. A solugdo de AEC
deve ser recém-preparada (20mg de AEC dissolvida em 5ml de dimetilformamida - Sigma

e 100 ml de tampé&o acetato de s6dio 0,1M / pH 4.9), filirada se necessario, adicionada de

50 pl de H202 -30% e mantida no escuro até o uso.

A seguir, foram lavadas por 10 minutos com tamp&o acetato de sodio 0,1M / pH 4,9,
e novamente lavadas 3 vezes com agua destilada, por 1, 2 e 5 minutos. As laminas foram
em seguida coradas com hematoxilina de Mayer, (marca MERCK), na diluicdo 1:10, por 20
a 30 segundos; utilizou-se agua destilada para eliminar todo o corante em excesso e as
laminas foram secadas ao redor dos “spots”. Por fim, elas foram montadas com glicerina

tamponada.

(d) Leitura das laminas
Era realizada imediatamente apés a preparagao ou no dia seguinte. Foi utilizado um
microscopio o6tico (marca Nikon). Foram utilizadas, quando possivel, laminas positivas
para o controle da reagao. e foram observadas:
e Células positivas: Nucleo marrom, coloragao total ou perinuclear em polimorfonuclear e
ocasionalmente em mondcitos.

e Células negativas: nucleo azul.

3.3.2. - “Nested”-PCR

Lise de leucécitos
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Os leucdcitos foram lisados por meio de lavagens com solugdo TKM1 (Tris-HCI
10mM / pH = 7,6; KCL 10mM; MgCl, 10mM e EDTA 20mM), sendo centrifugados durante
10 min a 2500 rpm, duas vezes consecutivas; foram adicionadas 3 gotas de Triton X — 100
(Nuclear) na primeira lavagem. A segunda lavagem n&o continha nenhum destes dois
altimos reagentes especificados; o sobrenadante foi descartado e ao precipitado
acrescentou-se solugdo TKM2 (0,8 ml da solugéo contendo Tris-HCI 10mM / pH 7,6; KCI
10mM; NaCl 0,4M; MgCl, 10mM; EDTA 2mM; 0,025ml de duodecil sulfato de sodio (SDS)
20%). Em seguida a solug&o foi incubada durante 40 min & temperatura de 56°C e a ela
adicionado 0,3ml de NaCl 5M. Apods esta etapa, o precipitado foi novamente descartado e

o sobrenadante transferido para um tubo esteril.

Extragao de DNA

Ao sobrenadante foi adicionado 4,0m| de etanol absoluto gelado(EtOH), ocorrendo
a precipitacdo do DNA. O precipitado foi lavado em 1,0ml de alcool 70% gelado e a seguir
foi centrifugado; ap6s descartado o sobrenadante, o DNA precipitado foi seco a
temperatura ambiente e solubilizado em agua destilada, deionizada e esteéril (dH20); por

fim, foi mantido durante 8 horas em banho-maria a 37°C.

Amplificagdo génica do HCMV pela PCR
Para cada reacdo de amplificagdo, utilizou-se um volume total de 20ul de reacao

foram adicionados agua, 50mM de cloreto de potassio, 10mM de Tris-HCI (pH 8,4), 2,5mM
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de cloreto de magnésio, 0,1uM de cada “primer” externo MIE4 e MIES (DEMMLER et al.,
1988), (flanqueiam uma regido conservada nas diversas cepas do virus, sendo especificos
para o HCMV) (Tabela 1), 200mM de cada desoxirribunucleotideo (dATP, dCTP, dGTP e
dTTP), 0,5ul (0,1 a 1ug) do DNA a ser analisado (obtidos de amostras de sangue
periferico, nas quais foram feitas a extragao pelo método ja descrito); e 0,5 unidade de Taq
DNA polimerase.

Foram completados 30 ciclos de amplificagdo para cada amostra, sendo realizados
automaticamente em equipamento apropriado (“DNA Thermal Cycler’- Perkin Elmer
Cetus, Norwalk, Conn, EUA).

Cada ciclo era constituido de 3 etapas: a) separacdo das hélices de DNA
(desnaturagao) por aquecimento a 94° C durante 1 minuto; b) ligagdo complementar entre
os “primers” (anelamento) e o DNA a temperatura de 55° C por 1 minuto e c) sintese do
DNA pela Taq polimerase (extensdo) a temperatura de 72° C por 1 minuto. Antes do
primeiro ciclo, as amostras foram aquecidas inicialmente a 94° C por 5 minutos, para
inativagdo de qualquer atividade de proteases que pudesse interferir na reacgao

enzimatica. No ultimo ciclo, o periodo de extensao (72° C) foi de 7 minutos.
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Tabela 1: Seqgiiéncia de nucleotideos dos iniciadores “primers” para a 1" PCR.

“primers” Seqiiéncia Sentido
CCAAGC GGC CTC TGATAACCAAGCC
MIE 4 “sense”
localizagdo no genoma: 731-755
CAG CACCAT CCTCCTCTTCCTCTG G
MIE 5 “antisense”

localizagao no genoma: 1165-1150

Obs: O primeiro par de “primers” (MIE4/MIES) amplifica um fragmento de 435pb; MIE - “Major immediate

early antigen of CMV strain Towne” (DEMMLER et al., 1988).

Reamplificagao do HCMV por “Nested”-PCR

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

na primeira reagao de PCR foi reamplificada com um par de “primers” internos IE1 e IE2

(SHIBATA et al., 1988) (tabela 2). As condicbes da “Nested’-PCR foram as mesmas

utilizadas para fazer a primeira PCR.
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Tabela 2. Sequéncia de nucleotideos dos iniciadores “primers” para a “Nested” PCR.

“primers” Segqiiéncia Sentido
CCACCCGTGGTGCCAGCTCC
IE 1 “sense”
localizagdo no genoma: 926-945
CCC GCT CCT CCT GAG CAC CC
IE2 “antisense”

localizag&o no genoma: 1087-1067

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

(SHIBATA et al., 1988).

Detecgao do HCMV

“Immediate early”

Apos as 2 reacdes de amplificagao e reamplificagdo, 7ul do produto da “Nested”

acrescidos de 2,0ul do corante azul de bromofenol foram submetidos a eletroforese em gel

de agarose a 2%, contendo brometo de etidio para visualizagdo do fragmento sob luz

ultravioleta, e fotografado em sistema Polaroyd. Em amostras positivas para o HCMV foi

observado um fragmento de DNA de 159 pb ao passo que nas amostras negativas nao

houve amplificagao de nenhum fragmento.

Em todos os experimentos realizados, utilizou-se como controle positivo da reagao

uma aliquota do extrato viral da cepa AD-169 do HCMV; como controle negativo, uma

amostra certamente negativa para o virus €, como branco de reagao, a agua.

Casuistica e Métodos

72



Amplificagdo génica da p-globina humana pela PCR

A B-globina humana foi aplicada em todas as amostras a serem testadas, sendo
utilizada como controle para se confirmar a presenga de DNA. Para a amplificagao génica
da B-globina seguimos a metodologia descrita por SAIKI et al., (1985), Para a primeira
reacao e para a “Nested”-PCR da B-globina humana foram empregadas as mesmas
condigdes aplicadas para a detecgdo do HCMV; porém os “primers”, que flanqueiam uma
regido constante do gene da B-globina, foram P3 e P5 (externos) na primeira reagao e 109

e 110 (internos) (Tabela 3 e 4).para a “Nested”-PCR.

Tabela 3: Sequiéncia de nucleotideos dos iniciadores “primers” para a 1"PCR da

B-globina.
“primers” Sequéncia 5’-3’ Sentido
P3 AGACAGAGAAGACTCTTG “sense”
P5 TCATTCGTCTGTTTCCCATTC “antisense”

“Homo sapiens genomic beta globin region (HBBC) on cromossome 11" NG. 000007/13907843.

Reamplificagdo da B - globina humana por “Nested”-PCR
Utilizando-se do mesmo método descrito acima, uma aliquota do DNA amplificado

na primeira reagao foi reamplificado com o par de “primers” internos.
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Tabela 4: Seqiiéncia de nucleotideos dos iniciadores “primers” para o “Nested”-PCR da

B-globina.
“primers” Sequéncia 5'-3' Sentido
110 CGTCCTATTGGTCTATTTT “sense”
109 CCCTTCTTCCTATGACATGAACTTAACCAT “antisense”

“Homo sapiens genomic beta globin region (HBBC) on cromossome 11" NG. 000007/13907843.

Deteccao da B-globina humana

As condigdes de detecgdo também foram as mesmas descritas para o HCMV. Em
todas as amostras foi observado um fragmento de 257pb correspondente ao gene da B-
globina. O fragmento obtido indicou que o DNA era de boa qualidade e que ndo houve

inibicdo da reagao, condigao indispensavel para um diagndstico seguro.

Para se evitar a contaminagdo das amostras alguns cuidados foram tomados: a
manipulagéo das amostras ocorreu em salas diferentes (sala pré-PCR e sala p6s-PCR),
sendo que todos os reagentes e materiais pré-PCR e p6s-PCR também foram preparados
e utilizados em ambientes diferentes. Antes da abertura dos tubos de microcentrifuga foi
efetuada rapida centrifugacdo para concentrar o seu conteudo na regido inferior e evitar
sua dispersdao por aerosol. Todo material plastico (ponteiras com filtro e ependorffs)

utilizado era novo e trocas constantes de luvas foram feitas durante todo o procedimento.
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O aumento da especificidade e sensibilidade foram alcangados pela PCR dupla
(“Nested-PCR”), em que o produto da primeira PCR, amplificado com um par de “primers”,
foi submetido a nova reagao de amplificagao, utilizando-se um par de “primers” internos ao
primeiro, sendo o produto entdo detectado por eletroforese em gel de agarose (BRYTTING

et al., 1991; SUMIMOTO et al., 1998).

Utilizamos alguns critérios para determinar a presenga de infecgdo ativa e provavel

doenga nos receptores estudados.

3.3.3. - Critérios para detecgao de infecgao ativa

Os critérios para a detecgdo de infecgdo ativa e provavel doenga pelo HCMV
seguiram aqueles reconhecidos pela maioria dos trabalhos da literatura nessa area (THE
et al., 1992; HIBBERD et al., 1992; GERDES et al., 1993; KUHN et al., 1994; LIUNGMAN
& PLOTKIN, 1995).

A presenca de um dos itens abaixo foi considerada como indicativo de infecgdo
ativa por HCMV:
- “Nested”-PCR - Duas ou mais reagtes positivas consecutivas para HCMV.
- Antigenemia — Cinco ou mais células antigeno-positivas encontradas nas laminas dos

pacientes estudados.
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3.3.4. - Critérios para caracterizacao de provavel doenga
Para caracterizagéo de provavel doenga por HCMV, além das evidéncias laboratoriais

de infecgdo ativa citadas anteriormente, fazia-se necessaria a presenga de duas ou mais

manifestagdes clinicas compativeis com aquelas sabidamente causadas pelo HCMV:

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

- Pneumonite com sintomatologia respiratoria e achados radiolégicos, associados a
deteccao de HCMV em lavado bronquio-alveolar ou bidpsia de pulmao;

- Doenca gastrointestinal com sintomatologias compativeis com colite, gastrite ou
esofagite, associada a histologia ou imuno-histoquimica positiva para HCMV em
bidpsias de lesdes macroscopicas do trato gastrointestinal;

- Hepatite ou Colangite: o virus deverad ser demonstrado em bibpsias hepaticas, em
combinagdo com aumento de duas vezes o valor normal de alanina-aminotransferase
(ALT) e achados histopatolégicos consistentes com hepatite ou colangite;

- Doengas neurolégicas: sintomatologia compativel com quadro de encefalite, mielite ou
doenca difusa no Sistema Nervoso Central, juntamente a detecgdo do DNA do HCMV
ou do antigeno;

- Leucopenia: leucdcitos abaixo de 3000/mm? ou trombocitopenia inferior a
100.000/mm?3, afastadas outras causas hematologicas;

- Disfung&o renal com aumento de creatinina sérica em 1 mg/dl;

- Dores mioarticulares.
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3.3.5. — Metodologia estatistica

Foi realizada analise descritiva por meio de tabelas de frequéncia e medidas de
posicao e dispersao. Medidas de Acuracia:

- Sensibilidade é definida como a proporgcao dos individuos com a doenga que tem
um teste positivo para a mesma, ou a capacidade do metodo de identificar corretamente
os individuos que tém a doenga.

- Especificidade do método é a proporgao dos individuos sem a doenga que tem um
teste negativo. Assim, é a capacidade do teste diagnostico de identificar corretamente a
auséncia de doenga.

- Acuracia é a proporgao de todos os resultados corretos dos testes, tanto positivos
quanto os negativos. Ou seja, € a fragdo dos casos em que o teste concorda com o
padrao.

- Valor preditivo positivo e negativo resultados positivos com doenga e resultados

negativos sem doenga, respectivamente (FILHO & MARCOPITO, 1984).
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4 - RESULTADOS

Antes do transplante foram coletadas amostras de 61 receptores, porém s 48
receptores preencheram os critérios de inclusdo descritos acima. Entre os receptores n&o
incluidos no estudo ocorreram: 5 ébitos ( que receberam de 3 doadores vivos e 1 doador
cadaver), 2 casos de rejeicdo aguda (1 doador vivo e 1 cadaver) e em 6 casos (4

doadores vivos e 2 cadaveres) as coletas foram muito irregulares.

4.1. Caracteristicas dos doadores

Foram avaliados 33 doadores (referentes apenas aos receptores incluidos no
estudo), sendo que 24 (73%) eram homens e 9 (27%) eram mulheres. No total de
doadores, 18 eram doadores cadaveres e 15 eram doadores vivos relacionados, quanto a
compatibilidade HLA: 5 eram HLA tipo | — idéntico e 10 HLA tipo Il — haploidéntico (a
compatibilidade HLA foi avaliada no laboratorio de histocompatibilidade) . A idade média
dos doadores foi de 36,1 anos (variagao de 23 a 52 anos).

A tabela 5 mostra as caracteristicas dos doadores renais estudados (apéndice 2-

caracteristicas individuais dos doadores).
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Tabela 5: Caracteristicas dos doadores estudados.

Numero de Doadores 33
Idade (anos) 36,1 (23-52)
Sexo (M/F) 24/9
vivo / cadaver 15/18

4.2. Caracteristicas dos receptores que foram incluidos no estudo

No total de 48 receptores; 28 (58%) eram do sexo masculino e 20 (42 %) do sexo
feminino. A idade média foi de 38,7 anos (variagao de 22 a 60 anos).

Quanto ao tipo de transplante 15 (31%) receptores receberam rim de doador vivo
relacionado e 33 (69%) receptores receberam de doador cadaver. Todos os pacientes
estavam em tratamento dialitico antes do transplante por 6 a 90 meses.

As causas de insuficiéncia renal crénica (IRC) foram em sua maioria de origem
indeterminada, observada em 27 (56%) receptores, em 21 (44%) receptores ocorreu
devido a: 11 casos de glomerulonefrite cronica, 3 de pielonefrite crénica, 2 de hipertensao
arterial sistémica, 2 de rins policisticos, 2 de Sindrome de Alport e 1 caso de
glomerulonefrite membranosa

A tabela 6 mostra os dados clinicos dos transplantados renais estudados (apéndice

3 - caracteristicas dos receptores).
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Tabela 6: Caracteristicas dos receptores estudados.

Total de receptores 48
Idade (anos) 38,7 (22-60)
Sexo (M/F) 28120

Doenga de base

- Indeterminada 27 /48
- Outras 21/48
- Glomerulonefrite cronica 11
-  Pielonefrite Crénica 3
- Sindrome de Alport 2
- Hipertensao Arterial Sistémica 2
- Rins Policisticos 2
- Glomerulonefrite membranosa 1

4.3 - Pré-transplante

No periodo pré-transplante realizou-se a Sorologia (IgG e IgM anti-HCMV por
ELISA), a “Nested"-PCR e a Antigenemia para 26 doadores, excluindo-se 7 doadores
cadaveres dos quais nao foi possivel obter amostras pré-transplante e 48 receptores.

Quanto aos resultados obtidos no periodo pré-transplante observamos:

Sorologia, 23 (88%) doadores eram soropositivos (IgG+) e 3 (11%), soronegativos (IgG-).
Todos os doadores estudados apresentaram IgM negativo. Entre os receptores estudados,
43 (90%) eram soropositivos (IgG+) para HCMV e 5 (10%) receptores eram soronegativos
(lgG-). Apenas 1 receptor apresentou IgM+ no pré-transplante os demais eram

soronegativos.
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“Nested”-PCR foi negativa em 32 doadores e 46 receptores; positiva em 1 doador
(cadaver) e 2 receptores.
Antigenemia em todos os doadores e receptores estudados apresentou resultado
negativo no pré-transplante.

A Tabela 7 ilustra os resultados das andlises laboratoriais realizadas no periodo

pré-transplante.

Tabela 7: Resultados de Sorologia, “Nested”-PCR e Antigenemia no periodo pré-

transplante para doadores e receptores. @

Sorologia “Nested”- PCR Antigenemia
lgG+ igG- ot 3 + =
Doador 23(88%) 3 (11%) 1 (4%) 25(96%) 0 26 (100%)
Receptor 43(90%) 5 (10%) 2 (4%) 46(96%) 0 48 (100%)

(a) Em 7 doadores cadaveres nao foi possivel realizar nenhuma das técnicas de diagnostico.

4.4- Pos-transplante

4.4.1 - Infecgdo ativa por citomegalovirus humano
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De acordo com os critérios para constatacao de infecgéo ativa (j@ mencionados em
métodos), ela foi identificada em 34/48 (71%) dos pacientes monitorados, sendo que 5/34
(15%) foram infecgdes primarias e 29/34 (85%) foram infecgbes secundarias (reinfecgoes
ou reativagbes). Em 14 pacientes nao foi diagnosticado infec¢do ativa por nenhum dos
métodos utilizados e todos se mostraram assintomaticos, durante todo o seguimento.

Entre os 34 receptores com infecgdo ativa, 5 (15%) receptores soronegativos para o
HCMV receberam o6rgaos de doadores soropositivos, 21 (72%) receptores soropositivos
receberam oOrgdos de doadores soropositivos e 8 (27%) receptores soropositivos
receberam 6rgdos de doadores com status sorolégico nao determinado.

A Tabela 8 mostra a porcentagem de receptores com infecgao ativa, classificando-os pela
natureza da infecgdo (primaria ou secundaria) e respectivos sorogrupos obtidos no

periodo pré-transplante.

Tabela 8: Porcentagem de infecgdo ativa por HCMV detectada nos receptores.

Taxa global de infecgdo ativa 71% (34/48)
Infecgdo Primaria 15% (5/34)
Doador +/ Receptor - 100% (5/5)

Infecgao Secundaria

85% (29/34)

Doador + / Receptor +

72% (21/29)

Doador ? / Receptor + 27% (8/29)
(?) status sorologico indeterminado
UNICAMP
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Entre os receptores estudados 34/48 (71%) apresentaram infecg&o ativa com 2 ou
mais reacdes de “Nested”-PCR positiva. A Antigenemia foi positva em 16/48 (33%)
receptores. Assim, em 18 pacientes s6 a Nested™-PCR foi capaz de identificar infecggo
ativa por HCMV.

A tabela 9 representa todos os receptores que apresentaram infecgéo ativa, de
acordo com os critérios estabelecidos, os resultados positivos dos métodos utilizados no

periodo pré-transplante e pds-transplante durante o periodo de monitorizagao.
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Tabela 9: Resultados de PCR e AGM indicativos de infeccdo ativa pelo HCMV nos

transplantados renais estudados.

Sorologia Tempo em dias Pés-Transplante
Paciente | Pré-Tx o oo
o Pré-Tx | Pré-Tx PCR (+) AGM (n°. Cels +)
i ++ - - 99, 113 -
2 +/+ - - 12, 19, 26, 33, 38, 52, 59, 80 52 {15)
3 +/+ + - 45,59, 74, 87 45 (61)
4* +/- - - 42,52, 58, 63, 70 42 (5), 58 (117)
6 ++ L e 19, 24, 40, 45 45 (6)
7 +/+ - - 10, 19, 24, 38 -
9 +/+ - - 20, 28, 34 28 (14), 34 (5)
10 +/4+ - - 18, 25, 30, 46, 53 -
11 +/+ - - 9, 18, 23, 30, 46 -
12 ++ + - 5,13 -
13 NR/+ = - 27,48, 60 -
15 +- = - 39,52,73,88 73 (25)
16 +/+ - - 5,12, 46 -
17 +/- - - 5,12,19, 26, 45 12 (5)
18* +/- - - 15, 22, 36, 43, 50 15 (10), 22 (128)
20* +/- - » 29, 38, 43, 58 -
22 +/+ - - 27, 33,42, 48, 55 42 (150), 48 (35)
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Continuagédo da tabela 9

24 +H+ 68, 80, 87, 94 68 (10), 80 (5)

26 +/+ 2,29 -

29 NR/+ 77,93 -

30 NR/+ 51, 77, 93, 114 -

32 NR/+ 41, 48 -

33 NR/+ 34, 42, 49, 65 =

34 +/+ 48, 56, 62, 77, 84, 98, 104 84 (22), 98 (6)

37 NR/+ 4,17, 26 17 (11)

38 NR/+ 12, 21, 27, 33 -

40 ++ 7,12,19, 26 7 (10); 12 (50), 19 (14)
41 +/+ 12, 19, 26 19 (5)

42 +/+ 8, 13, 20, 27 8 (5), 13 (8), 20 (4)
43 +/+ 39, 46, 53 7

44 ++ 18, 25, 38, 52, 59, 66, 73, 80 | 59 (15), 66 (12), 73 (3)
45 NR/+ 15, 22, 28 -

47 +/+ 27, 41 -

48 +/+ 55, 62 =

(-)Resultados negativos; (+)Resultados positivos; (NR)N3o realizada a reagéo; (*)Pacientes com risco de desenvolverem

infecgdo primaria.
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Grafico 1 mostra o niimero de receptores com infecg@o ativa e os resultados do
primeiro dia positivo pds-transplante para cada teste utilizado nesse estudo, com intervalo

em dias (apéndice 4. resultados individuais dos 34 receptores com infecg&o ativa).

Grafico 1: Distribuicdo por nimero de receptores e 1° resultado positivo para as técnicas

de “Nested’-PCR e Antigenemia .
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Pela anélise do grafico 1 podemos observar que os receptores com infec¢ao ativa
apresentaram, em sua maioria, resultados positivos para as técnicas de “Nested”-PCR e

Antigenemia durante os dois primeiros meses pds-transplante.
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As Tabelas 10 e 11 mostram os resultados comparativos entre a presenga de

infecgéo ativa por HCMV nos receptores estudados e 0s métodos diagnosticos utilizados.

Tabela 10: Comparac&o entre infecgéo ativa e os resultados da técnica de “Nested’-PCR.

Infecgéo ativa

Infecgao ativa

Total

(+) () i

PCR (+) 34 0 34
PCR (-) 0 14 14
Total 34 14 48

Os resultados mostram que tanto a sensibilidade quanto a especificidade da

“Nested’-PCR em relagdo & infecgdo ativa por HCMV foi de 100%. O valor preditivo

positivo, o negativo e a acuracia também foram de 100%.

A Figura 2 ilustra os resultados da amplificagdo dos fragmentos do HCMV e da B-

globina humana.
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357 bp gene da B-globina
159 bp HCMV-DNA

Figura 2 - Andlise direta do fragmento amplificado, apds eletroforese emminigel de agarose
29 Linha 1, Marcador de peso molecular (Ladder de 100pb); linha 2, controle positivo (cepa AD169) do
HCMV: linha 3, controle negativo; linhas 4 e 5, amostras de DNA de sangue positivas para o
gene da B-globina; linha 08, 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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Tabela 11: Comparac3o entre infecgdo ativa e os resultados da Antigenemia.

Infecgdo ativa | Infecgéo ativa Total

(+) (=]

AGM (+) 16 0 16
AGM (-) 18 14 32
Total 34 14 48

Os resultados mostram que a sensibilidade da AGM em relagao a infecgéo ativa foi
de 47% e a especificidade, 100%. Os valores preditivos positivo e negativo da
Antigenemia para a infecgao ativa foram, respectivamente, 100% e 44%. A concordancia
(acuracia) entre a Antigenemia e a infecgao ativa foi de 62%.

A Figura 3 ilustra células antigeno-positivas e negativas para a reagao da

Antigenemia do HCMV.
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Figura 3 - Reagdo de Imunoperoxidase (Antigenemia). Células antigeno-positivas pp65,

identificadas pela coloragdo castanho-avermelhada nuclear ou perinuclear em leucdcitos
polimorfonucleares; células negativas — nucleo azul. Os leucdcitos foram preparados em ldminas

microscopicas, fixados com Paraformaldeido/NP40 e submetidos & coloragdo com

imunoperoxidase com o uso de anticorpos monoclonais C10/C11.
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4.4.2 - Provavel doenga por citomegalovirus humano

Entre os 48 receptores estudados, foram observadas manifestacoes clinicas
sugestivas de serem secundérias a replicagéo viral (provavel doenga por HCMV) em 15
(31%) pacientes; o inicio dos sintomas ocorreu a partir do primeiro més apods o
transplante. Em 33 (69%) pacientes nao foram observadas manifestagdes clinicas
relacionadas ao HCMV.

Dos 15 pacientes sintomaticos, 4 (27%) pertenciam ao sorogrupo D+/R- e
desenvolveram infeccdo primaria. Em 11 (73%) pacientes observou-se infecgao
secundaria (reinfecgdo ou reativagao viral).

Entre os pacientes sintomaticos a “Nested’-PCR foi positiva nos 15 (100%)
pacientes e a Antigenemia em 13 (87%). Pela analise do inicio dos sintomas e as
evidéncias laboratoriais de infeccdo ativa, observou-se que a “Nested’-PCR positiva
precedeu 20 dias (em média) os sintomas clinicos em 14 pacientes; em 1 paciente a
positividade da PCR ocorreu depois dos sintomas; a Antigenemia positiva precedeu 13
dias (em média) os sintomas em 9 pacientes, porém em 4 pacientes a positividade da
Antigenemia ocorreu depois dos sintomas.

A Tabela 12 destaca os sintomas apresentados pelos 15 pacientes com provavel
doenca pelo HCMV, o inicio do quadro clinico e o primeiro dia de positividade de cada
técnica empregada no seguimento dos transplantados renais em relacdo a infecgao pelo

HCMV.
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Tabela 12: Cronologia do diagnéstico da provavel doenga por HCMV, em dias ap6s o transplante, e

manifestagdes clinico-laboratoriais apresentadas pelos receptores de transplante renal.

Tempo pos-transplante (dias
Sinais, Sintomas e ge e 2 { )

Paciente Inicio do
Alteragoes laboratoriais PCR+ | AGM +
quadro clinico
2 Leucopenia, Trombocitopenia 38 12 52
Febre, Mialgia, Alteragdo de enzimas hepéticas, :
4* ) 49 42 42
Leucopenia
6 Febre, Trombocitopenia 47 19 45
15* Febre, Mialgia 86 39 73
17* Mialgia, Trombocitopenia 25 5 12
18* Febre, Alteracao de enzimas hepaticas, Leucopenia 36 15 15
22 Febre, Leucopenia, Trombocitopenia 18 27 42
34 Leucopenia 49 48 84
Alteracéo de enzimas hepaticas, alteragao da fungao
37 % 0 iz e 25 4 17
renal

38 Febre, Leucopenia 42 12 -
40 Trombocitopenia, Alteragdo de enzimas hepaticas 15 7 7
41 Pancitopenia 26 12 19
42 Febre prolongada, Alteragio de enzimas hepaticas 47 8 8
43 Febre, Leucopenia 43 39 -
44 Alteragao da funcao renal, Trombocitopenia 38 18 59

(*) Infecgdes primarias.
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As Tabelas 13 e 14 mostram os resultados comparativos entre a ocorréncia de

provavel doenga por HCMV nos receptores estudados e os métodos diagndsticos

utilizados.

Tabela 13: Comparagéo entre provavel doenga por HCMV e os resultados da técnica de

“Nested”-PCR.

Provavel doenca |Provavel doenca Total

() (=)
PCR (+) 15 19 34
PCR(-) 0 14 14
Total 15 33 48

Os resultados mostram que a sensibilidade da “Nested”-PCR em relagéo a provavel

doencga por HCMV foi de 100% e a especificidade, 42%.

Os valores preditivos positivo € negativo da “Nested’-PCR para a provavel doenga
por HCMV foram, respectivamente, 44% e 100%. A concordéncia (acuracia) entre a

“Nested”-PCR e a provavel doenca foi de 60%.

Tabela 14: Comparacéo entre provavel doencga e os resultados da Antigenemia.

Provavel doenca |Provavel doenca Total
(+) (=)
AGM (+) 13 3 16
AGM (-) 2 30 32
Total 15 33 48
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Os resultados mostram que a sensibilidade da Antigenemia em relagédo a provavel
doenca foi de 87% e a especificidade, 91%.

Os valores preditivos positivo e negativo da Antigenemia para a provavel doenga
foram 81% e 93%, respectivamente. A concordancia (acuracia) entre a Antigenemia e a

provavel doenga foi de 99%.

Grafico 2: Representagdo grafica comparativa por sorogrupo entre infecgao

ativa e provavel doenga.
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A analise do grafico 2 permite observar a importédncia de se determinar o perfil
sorologico do doador e receptor no pré-transplante . O sorogrupo D+/R- apresentou

infeccéo ativa em 100% dos casos e provavel doenga em 80% dos casos.
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Grafico 3: Representagao grafica comparativa entre as técnicas para infecgao

ativa e provavel doencga.
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A analise do gréfico 3 permite concluir que a Antigenemia teve maior especificidade

para provavel doenga do que a “Nested”-PCR.

4.4.3. Evolugdo clinica de uma paciente com provavel doenga por

citomegalovirus humano

Paciente (n°. 4)do sexo feminino, 32 anos, doador vivo relacionado (irmao gemelar),
HLA II. Imunossupresséo por Ciclosporina, Azatioprina e Prednisona. Recebeu profilaxia
com Ganciclovir durante 14 dias, pois a paciente era soronegativa para HCMV enquanto

seu doador era soropositivo (D+/R-). No 42° dia pbs-transplante, tanto a PCR quanto a
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Antigenemia foram positivas. A PCR permaneceu positiva até o 105° dia e a Antigenemia
até o 58° dia. No 49° dia, a paciente apresentou febre, mialgias, nauseas, mal-estar,
leucopenia e alteragdes das enzimas hepéticas. Foi iniciada nova terapia com Ganciclovir
por 21 dias. Durante a monitorizagéo, a paciente ndo apresentou nenhum episodio de
rejeicao.

O Grafico 4 ilustra o periodo de monitorizagdo da Paciente n°. 4 em relagéo a

provéavel doenca por HCMV.

Grafico 4: Representagdo gréfica comparativa entre os periodos de detecgao do

HCMV pelas técnicas de Antigenemia e PCR e o inicio dos sintomas para a Paciente n°. 4.
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4.5. Episodios de rejeicdo aguda

Ocorreram ao longo do estudo 16 episddios de rejeicdo em 13 pacientes. Destes
casos, apenas 1 foi tratado com OKT3 (paciente n°. 18) e os demais com ‘pulso’ de

metilpredinisolona.
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A Tabela 15 apresenta uma comparagéo entre a presenga de infeccéo ativa por

HCMV nos pacientes estudados e a ocorréncia de episédios de rejei¢ao

Tabela 15: Comparagéo entre a infecgao ativa e os episddios de rejeigao.

Rejeigdo (+) Rejeigdo ( - ) Total
Infecgao ativa (+) 11 23 34
Infecgdo ativa ( -) 2 12 14
Total 13 35 48

Entre os pacientes com episodio de rejeigao, 11 (84,6%) apresentaram infecgao

ativa por HCMV, sendo que destes, 7 (53,8%) tiveram manifestagao clinica (provavel

doenga) por HCMV.

A analise (Teste Exato de Fischer) entre Infecgédo ativa e rejeicdo aguda nao

mostrou diferencas estatisticamente significantes (p=0,292).

Resultados

100



DISCUSSAO




5 - DISCUSSAO

A maioria da populagdo humana é soropositiva para o citomegalovirus (HCMV), um
membro da familia p-herpesvirus. Normalmente, a infeccdo de individuos
imunocompetentes nao causa a doenca. Entretanto, a infecgcdo em individuos
imunocomprometidos, como os pacientes com AIDS e os receptores de transplantes, pode
levar ao aumento da morbidade e da mortalidade nesses grupos de risco (LJUUNGMAN,
1996; PATEL & PAYA, 1997; BLOCK et al., 2000). O HCMV é o agente infeccioso mais
frequente em transplantados de oOrgaos, afetando pelo menos 2/3 desses individuos
(RUBIN, 1993).

Nos transplantados renais, a infecgdo por HCMV pode ocorrer sob a forma de
infecgdo primaria, em que o transplante de 6rgéo de doador soropositivo para receptor
soronegativo é a causa mais frequente de infeccdo 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 geralmente em situagbes de grave
imunossupressdo ou por reinfecgdo com uma nova linhagem viral presente no érgao
transplantado (HIBBERD & SNYDMAN, 1995).

O HCMV tem sido reconhecido como significante fator de risco para faléncia e
morte do enxerto em varios estudos prospectivos ja realizados. A observagao da
ocorréncia de um episoédio de rejeicdo aguda concomitante a infecgao por HCMV tem
permitido o estabelecimento de uma relagdo entre a infecgcdo por HCMV e rejeicao

(POUTEIL-NOBLE et al., 1993).
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Ainda que a profilaxia antiviral tenha levado a redugdo da morbidade e da
mortalidade da doenga por HCMV nos Ultimos anos, a toxicidade associada com 0s atuais
agentes antivirais disponiveis continua a ser um problema significante; assim, os esforgos
tém sido direcionados ao desenvolvimento de métodos de deteccao, altamente sensiveis e
quantitativos, para identificar pacientes com risco para doenga antes do inicio dos
sintomas, com isso direcionando o tratamento antiviral apenas aos pacientes seguramente
com risco para doenga (BOECKH & BOIVIN, 1998).

Com o advento de drogas eficazes para o tratamento das infecgdes causadas pelo
HCMV, o diagnostico precoce da infecgdo com o objetivo de reduzir seu impacto clinico
tornou-se imperativo. No presente trabalho comparam-se as técnicas de reagao em cadeia
da polimerase tipo “Nested”-PCR com a Antigenemia em granulocitos (PMN) do sangue
periférico, com o objetivo de identificar infecgao ativa por HCMV em receptores de
transplante renal; a sorologia IgG e IgM anti-HCMV por ELISA foi utilizada para determinar
o status sorolégico pré-transplante dos receptores monitorados e de seus respectivos
doadores.

A reagdo em cadeia da polimerase introduzida por SAIKI et al., (1985; 1988), para
amplificacdo seletiva de seqiiéncias de acido nucléico tem mostrado grande utilidade em
um namero cada vez maior de situagbes clinicas, incluindo o diagnéstico de doengas
infecciosas variadas.

Os trabalhos pioneiros que utilizaram a PCR no diagnéstico da infecgéo pelo HCMV
foram os de DEMMLER et al., (1988) e SHIBATA et al., (1988), ambos demonstraram que
a PCR simples seguida de hibridizagéo era mais sensivel que a cultura viral classica para

o HCMV.
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Em razdo da alta sensibilidade da técnica de PCR, o HCMV é também detectado
em um namero substancial de pacientes com infecgao assintomatica que nunca progridem
para doenca (VLIEGER et al., 1992; BOECKH et al., 1997). Os cuidados tomados durante
a técnica de PCR para se evitar a contaminagdo das amostras, revelam-se extremamente
Uteis para prevenir resultados falso positivos.

Em nosso meio, o primeiro estudo que utilizou PCR para identificar infecgao ativa
em transplantados renais foi o de COSTA et al., (1999), que estudaram 37 pacientes, por
meio da detec¢édo de particulas virais na urina, utilizando a PCR simples, seguida por
hibridizacao especifica e comparando estes resultados com reagdes sorologicas (ELISA e
IF1). Os resultados globais, agrupando sorologia e PCR, mostraram 32 (86,48%) pacientes
com evidéncias de infecgdo ativa por HCMV; desses, 16 (43,2%) apresentaram
manifestacdes clinicas compativeis com provavel doenga por HCMV. Os dados deste
trabalho indicaram que a infecgao por HCMV é um problema relevante apds o transplante
renal em populagdes brasileiras.

Empregou-se a “Nested”-PCR, que é uma técnica de dupla PCR, desenvolvida para
alcancar resultados mais rapidos quando comparada a PCR simples seguida de
hibridacdo (PORTER-JORDAN et al., 1990; XU et al., 1993; BRAINARD, 1994; FOX et al.,
1995: EHRNST, 1996). Neste caso, a detecgao do fragmento amplificado ocorreu por
visualizagdo direta; as vantagens deste procedimento s&o 6bvias tanto do ponto de vista
de rapidez e praticidade, quanto do ponto de vista econdmico.

Como previamente reportado (FREYMUTH et al., 1994, SEGOND et al., 1996;

SUMIMOTO et al., 1998; AQUINO & FIGUEIREDO, 2001), a “Nested™-PCR utilizada para
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deteccdo do HCMV em receptores de transplante renal € um procedimento confiavel e
sensivel, podendo ser bastante Gtil na identificagéo da infecg&o ativa por HCMV.

Em associagdo a “Nested’-PCR, utilizou-se a técnica de Antigenemia, que foi
inicialmente descrita por van den BIJ et al.,(1988) e tem representado um avanco para o
diagnéstico de infecgdes e doenga por HCMV em pacientes com transplantes de orgaos
solidos. O teste da Antigenemia é um método sensivel para a estimativa da carga viral
sisttmica do HCMV e pode ser detectado de varios dias a uma semana antes do
aparecimento dos sintomas. (THE et al., 1990; TANABE et al., 1997; SCHROEDER et al.,
1999; GOOSSENS et al., 2000).

O teste apresenta muitas vantagens do ponto de vista clinico pode ser faciimente
quantificada, revelando uma estimativa da carga viral que é Util na diferenciagdo de
doenga por HCMV de outras complicagdes; na avaliagéo da eficacia da terapia antiviral e,
possivelmente, na detecgdo precoce da resisténcia a droga e também possui vantagens
em termos de praticas laboratoriais. E uma técnica rapida, permitindo a detecg&o viral
apés 4-5 h da amostragem de sangue, quando comparada a cultura convencional e ao
“shell vial” (NIUBO et al., 1996). Tomando-se a técnica de cultura como referéncia, a
sensibilidade da AGM foi reportada na literatura, variando de 81 a 100% (THE et al., 1992;
LANDRY & FERGUSON, 1993; BAILEY et al., 1995; ECKART et al., 1997; BLOCK et al,,
2000).

Os dados da literatura mostram que a Antigenemia é t3o sensivel quanto a 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.
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O uso da técnica de sorologia, no periodo pré-transplante, é justificado pela
importancia da determinagdo da susceptibilidade & infeccdo primaria (mais
freqlientemente sintomética) e do exame do sangue e do 6rgéo do doador quanto a prévia
exposicdo ao HCMV e ao potencial de transmissao acarretada por portadores do HCMV
latente (CHOU, 1990). A presenca pregressa de anticorpos confere certo grau de protegao
contra subsequente doenga por HCMV, mas nao protege contra reativagéo endogena do
virus latente ou de reinfecgao por cepa exégena.

Com relagdo a epidemiologia do HCMV, nos paises em desenvolvimento ha altas
taxas de soroprevaléncia do virus na populagdo de adultos, devido aos diferentes
mecanismos de transmiss&o envolvidos. Este fato exerce influéncia na morbimortalidade
associada a infecgdes pelo HCMV apés transplante de oOrgdos, uma vez que nos
transplantes em adultos reduz-se, consideravelmente, o risco de infecgdo primaria
(BRUGEMMAN, 1993).

Os dados obtidos nesta casuistica, no periodo pré-transplante, confirmam a alta
prevaléncia da infecgdo pelo HCMV em nosso meio; na populagdo estudada (48
receptores e 26 doadores), observou-se uma prevaléncia de 89%; taxa esta elevada e
concordante com os dados obtidos em nosso meio por SUASSUNA et al.,(1995), COSTA
et al.,(1999), CAMARGO et al, (1996) e AQUINO & FIGUEIREDO (2001). Esses
resultados sdo compativeis com dados da literatura que apontam prevaléncia de infecgao
pelo HCMV entre 80 e 100% quando populagbes de reduzido nivel socio-econdmico s&o
analisadas.

A alta taxa de soropositividade neste estudo levou a que apenas 10% dos

transplantados estivessem sob risco de desenvolver infecg&o primaria. Nossos resultados
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mostram que 5 pacientes (4, 15, 17,18,20), soronegativos em relagdo ao HCMV se
encontravam sob risco de desenvolver, apés o transplante, infecgao primaria pelo HCMV
pois seus respectivos doadores eram soropositivos em relagéo ao HCMV.

Nao utilizou-se a analise sorolégica para o diagnéstico de infecgéo ativa por HCMV
no periodo pés-transplante, pela limitagdo desse método em transplantados, devido a
significativa imunossupresséo a que estes pacientes sdo submetidos, o que pode interferir
na produgao de imunoglobulinas e resultar em dados incorretos (DRAGO, et al., 2000).

Ainda em relag&@o ao periodo pré-transplante observamos que apenas 2 receptores
e 1 doador possuiam “Nested”-PCR positiva. Um dos receptores apresentou infecgdo ativa
durante o acompanhamento e desenvolveu tardiamente provavel doenga por HCMV
(paciente n° 12, descrito posteriormente), o outro recebeu profilaxia com OKT3 devido a
retransplante associado a ganciclovir também apresentou infecgdo ativa, mas n3o
desenvolveu provavel doenga. A Antigenemia foi negativa para todos os receptores e
doadores estudados.

As taxas de infecgdo ativa pos-transplante pelo HCMV s3o geralmente elevadas,
variando de 50% a 90%, o que se deve a imunossupressdo que o paciente é submetido
podendo levar a ativagdo do HCMV latente e ao papel ativo do enxerto como fonte de
transmissé@o (HIBBERD & SNYDMAN, 1995; ECKART et al., 1996).

Neste trabalho observa-se que a infecgdo ativa ocorreu em 34 (71%) dos 48
receptores estudados, pela “Nested”-PCR e detectou 16 (33%) receptores com infecgéo
ativa pela Antigenemia. Em 18 receptores somente a “Nested”-PCR foi capaz de identificar

infeccéo ativa pelo HCMV.
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Em 14 pacientes nao foi diagnosticado infecgdo ativa por nenhum dos métodos
utilizados no estudo e todos se mostraram assintomaticos, durante todo o seguimento.
Estes pacientes eram soropositivos para o HCMV no pré-transplante e portanto possuiam
o HCMV latente.

A analise dos sorogrupos em relagdo a infecgdo ativa mostrou que todos os
receptores soronegativos com doador soropositivo (D+/R-), apresentaram infecgdo ativa, o
sorogupo D+/R+ apresentou 75% de infecgdo ativa e ja@ no sorogrupo D-/R+ nenhum
receptor desenvolveu infec¢éo ativa, mostrando que de acordo com os dados da literatura
a infecgdo por HCMV nos transplantados geralmente esta relacionada a presenga do virus
latente no 6rgao transplantado (COSTA et al., 1994).

Em relagdo a infecgao ativa por HCMV, os resultados de sensibilidade e de
especificidade da “Nested’-PCR foram 100% e os da Antigenemia foram 47% e 100%,
respectivamente. Segundo TANABE et al.,(1996) e THE et al.,(1992), a sensibilidade e a
especificidade da PCR para a infecg@o ativa mostrou um valor de 94% e 91% e a da
Antigenemia, 90% e 91%, respectivamente. Assim, com relagdo a PCR, os resultados
foram similares aos encontrados na literatura; no entanto, o valor da sensibilidade da
Antigenemia mostrou-se diferente. Por ser uma técnica mais sensivel a “Nested”-PCR
detectou infecgdo ativa em pacientes assintomaticos que nao evoluiram para doenga.

A maioria das infecgdes, tanto nos pacientes com infecgdo primaria, quanto nos
pacientes previamente soropositivos, ocorreu nos trés primeiros meses poés-transplante.
Estes achados confirmam as observacdes de outros pesquisadores (THE et al., 1992;
TANABE et al., 1996; BOECK & BOIVIN, 1998), que dizem serem raras as infecgdes a

partir do 4’ més pos-transplante.
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ECKART et al., (1996) em seus estudos sobre o diagnostico de HCMV em
transplantados renais, afirmam que o sorogrupo D+/R- é um fator preditivo para o
desenvolvimento da infecgdo viral ativa. No presente trabalho, entre 0s sorogrupos
estudados, todos os receptores soronegativos que receberam rim de doador soropositivo
apresentaram infecg@o ativa por HCMV.

Estes receptores soronegativos apresentaram soroconversao com a presenca de
anticorpos da classe IgM e IgG positivos pela técnica de ELISA (resultados observados
nos prontudrios dos pacientes) em periodos posteriores a positividade dos métodos
utilizados neste estudo.

Com relagdo a infecgdo sintomatica (provavel doenga) por HCMV, observa-se uma
taxa de 31% (15 receptores) que estd de acordo com o0s varios investigadores que
descreveram infecgdo sintomatica em 20-60% dos casos (NEVINS & DUNN, 1992;
HIBBERD et al., 1992; PELLEGRIN et al., 2000).

No Brasil, os trabalhos realizados com transplantados renais mostraram variagao
das incidéncias de infecgdo sintomatica por HCMV. CAMARGO et al., (1996) observaram
uma incidéncia de 10%, utilizando para deteccdo do HCMV técnicas sorologicas
comparadas com cultura em “shell vial”. AQUINO & FIGUEIREDO (2001), por meio da
técnica de “Nested’-PCR relataram a presenga de doenga em 18,7% dos pacientes.
COSTA et al.,(1999), como descrito anteriormente, compararam a PCR seguida de
hibridizacdo com técnicas sorolégicas, detectando 43,24% de doenca. A presenga de
diferengas significativas entre a porcentagem de provavel doenga por HCMV encontrados

ocorreu devido as diferentes metodologias empregadas em cada trabalho.
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Estratégias profilaticas para prevengéo da doenga por HCMV, em transplantados de
érgsos solidos, so particularmente apropriadas a receptores do sorogrupo D+/R-, ja que
além de apresentarem risco de infecgdo maior que 70%, neles a doenga é com freqiéncia
mais grave que nos pacientes com infecgdo secundaria (SHARMA, 1997; PATEL & PAYA,
1997: NICHOLS & BOECKH, 2000; SAGEDAL et al., 2000). Estes resultados mostram
que, entre os pacientes com infecgdo ativa, 80% (4/5) dos casos de infecca@o primaria
apresentaram provavel doenga por HCMV e apenas 37% (11/29) dos pacientes com
infeccdo secundaria tiveram manifestagdes clinicas.

No grupo de receptores monitizados foi feita a profilaxia com ganciclovir por 14 dias
em 2 pacientes (n°. 4 e 15) soronegativos com doador vivo relacionado soropositivo
(D+/R-). Ambos apresentaram sintomas provavelmente associados ao virus,
caracterizando doenca por HCMV.

Quando se comparam as técnicas utilizadas neste estudo com a provavel doenga
por HCMV, observa-se que os valores de sensibilidade e especificidade foram 87% e 91%,
para a Antigenemia e 100% e 42% para a “Nested”-PCR, respectivamente. Os valores
preditivos positivo e negativo foram 81% e 93% para a Antigenemia e 44% e 100% para a
“Nested’-PCR, respectivamente. Estes resultados mostraram-se bastante similares aos
reportados na literatura (MEYER-KONIG et al., 1995; NIUBO et al., 1996; TANABE et al.,
1997; ECKART et al., 1997).

ABECASSIS et al., (1997) afirmaram que a PCR qualitativa apresenta um baixo
valor preditivo positivo para o desenvolvimento de doenga por HCMV. De fato, em nosso
estudo observou-se que para a PCR, o valor preditivo positivo para provavel doenga por

HCMV foi menor quando comparado ao da Antigenemia.
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Poucos sdo os estudos que comparam os resultados quantitativos da Antigenemia
entre diferentes laboratérios. Uma vez que cada laboratério utiliza uma metodologia
diferente, toma-se cada vez mais necessario uma padronizagdo destas medidas. Existem
algumas etapas dos procedimentos técnicos da Antigenemia que poderiam interferir
significativamente, na diminuigdo do nimero de células positivas, ou seja, na sensibilidade
do teste, como a perda de leucécitos (35 a 65%) durante os procedimentos de
centrifugagéo ou em outra etapa da técnica (THE et al., 1995).

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, et al., (1992)
demonstraram um numero maior de células positivas usando os anticorpos 2AC/1C3 ao
invés dos anticorpos C10/C11. Também a técnica de coloragéo por imunofluorescéncia
poderia apresentar melhores resultados que a imunoperoxidase usada em nosso trabalho.

Quanto ao numero de células positivas para considerar a Antigenemia positiva
ainda é controverso na literatura e existem informagdes conflitantes a este respeito. Com
técnica rigorosa, a presenga de apenas uma célula corada ndo deve ser desconsiderada e
dai a necessidade da realizagdo sequencial deste exame (GERNA et al., 1998; WOO et
al., 1998; SANTOS et al., 2000).

O valor preditivo positivo (81%) da Antigenemia para provavel doenga mostrou que
um namero significativo de pacientes com Antigenemia positiva evoluiu para infecgdo
sintomatica. Portanto a especificidade da Antigenemia em relagdo a provavel doenca é

maior quando comparada a “Nested’-PCR.
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RUBIN & COLVIN (1981) afirmaram que o periodo entre a 4 e a 12" semanas ap6s
o transplante renal é critico para a infecgdo sintomatica por HCMV. Nos estudos de
AQUINO & FIGUEIREDO (2001), 66,6% dos pacientes sintomaticos iniciaram o quadro
clinico entre a 2' e 5' semanas ap6s o transplante e os 33% restantes, entre a 14" e 15.
Esta casuistica mostrou que 5 pacientes manifestaram os sintomas 2 a 3 semanas apos o
transplante e 60% tiveram sintomas entre a 5 e 7' semanas.

Fez-se excegdo ao tempo de aparecimento da provavel doenga por HCMV para a
paciente de n®12 que apresentou infecgéo sintomatica, porem as manifestagdes clinicas
desta paciente ocorreram apenas ap6s o 13° més do transplante. portanto n&o foi incluida
entre os pacientes com provavel doenga. Esta paciente apresentou infeccao ativa com
“Nested”-PCR positiva desde o pré-transplante até 2 coletas pés-transplante. Em seguida,
a “Nested”-PCR tornou-se negativa para voltar a positivar no 48’ dia pos-transplante. Apos
isso, até o final do tempo de monitorizagdo (4 meses), a “Nested-PCR manteve-se
negativa, voltando a positivar-se apenas no 13" més pos-transplante; neste periodo a
Antigenemia também foi positiva. Por ter apresentado manifestages clinicas compativeis
com HCMV, esta paciente foi tratada com ganciclovir, obtendo regressao dos sintomas.

A manifestagdo clinica mais frequentemente detectada entre os pacientes com
evidéncia de infecgdo sintomatica foi sindrome febril (53%). A leucopenia também foi
comumente encontrada nos nossos pacientes (47%). HOKEBERG et al.,(1995)
detectaram artralgia e trombocitopenia em 66% e 7% dos pacientes com doenga por
HCMV, respectivamente, enquanto que em nosso estudo nenhum paciente apresentou

artralgia e 40% deles tiveram trombocitopenia.
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Nossos dados mostram que no grupo de receptores com provavel doenca por
HCMV, as manifestagbes clinicas ndo foram tao graves; relatos da literatura indicam que
nos transplantes de medula éssea ou de coragdo, as manifestagbes clinicas causadas
pelo HCMV s@o extremamente mais graves.

O desenvolvimento de testes de diagnosticos rapidos e sensiveis é de grande
interesse pratico por fornecer uma detecgao precoce da infecgdo ativa por HCMV. Alguns
pesquisadores avaliaram a precocidade da PCR e da Antigenemia com relagdo aos
sintomas clinicos e concluiram que estas técnicas precederam a manifestagao clinica de
varios dias a uma semana (SUMIMOTO et al., 1998; PELLEGRIN et al., 2000:;
GOOSSENS et al., 2000).

Nossos resultados mostraram que a Antigenemia tornou-se positiva 13 dias (2-39)
antes do inicio da doenga em 69% dos casos. Em 4 pacientes a Antigenemia tornou-se
positiva apbs o inicio do quadro clinico. A “Nested”-PCR precedeu os sintomas em 93%
dos pacientes, com uma média de 20 dias (1-47).

Na maioria dos casos sintomaticos, a “Nested”-PCR tornou-se positiva alguns dias
antes da Antigenemia. A andlise conjunta dos dois testes utilizados neste trabalho revelou
uma precocidade de ambos os testes em relagdo as manifestacdes clinicas de provavel
doenga por HCMV.

Evidéncias sugerem que o HCMV é um fator de risco para a rejeicao aguda que,
por sua vez, correlaciona-se com a menor sobrevida do enxerto renal a longo prazo
(NAIMARK & COLE, 1994; COSTA et al., 1999; SCHROEDER et al., 1999; PELLEGRIN

et al., 2000).
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Em nossa casuistica, dos 13 pacientes que tiveram episodios de rejeigéo, 11 (85%)
apresentaram evidéncias laboratoriais de infecgéo ativa pelo HCMV. Foram observadas
manifestagdes clinicas em 7 (54%) pacientes com episédios de rejeigao, ocorrendo perda
do enxerto em 2 casos. Em 2 pacientes que apresentaram episodios de rejeicédo nao
foram observadas evidéncias de infecgao ativa por nenhum dos testes.

O desenvolvimento de técnicas que possibilitam o diagnéstico rapido da infecgéo
por HCMV como a “Nested’-PCR e a Antigenemia, utilizados neste trabalho, propiciam a
implementagdo precoce de medidas terapéuticas como O uso de drogas antivirais, por
exemplo. Nossos resultados, de acordo com outros trabalhos desenvolvidos em nosso
meio, sugerem que a infecgao por HCMV & um problema relevante ap6s transplante renal,
no Brasil.

Embora uma comparagdo exata entre o trabalho apresentado aqui e os
anteriormente relatados seja dificultada pelos diferentes métodos utilizados, podemos
ressaltar que em linhas gerais nossos resultados n&o sao significativamente diferentes dos

descritos em estudos anteriores.
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CONCLUSOES




6 — CONCLUSOES
#Observou-se uma soroprevaléncia de 89% na populacao estudada ( receptores e
doadores).Os dados obtidos confirmam a alta prevaléncia de infecgdo pelo HCMV em

nosso meio.

# Com o emprego da “Nested’-PCR foi possivel identificar DNA viral do HCMV
indicativo de infecgao ativa em 71% dos pacientes transplantados renais, estudados

prospectivamente.

# Com a utilizagao da Antigenemia, empregada neste trabalho, foi possivel detectar

47% de infecgao ativa por HCMV.

# A técnica de Antigenemia mostrou maior especificidade para provavel doenga

quando comparada a “Nested”-PCR.

# A analise conjunta dos dois testes utilizados neste trabalho revelou uma

precocidade de 69% para a Antigenemia e de 93% para a “Nested’-PCR, em relagao as

manifestacoes clinicas de provavel doeng¢a por HCMV.
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7. SUMMARY

Human Cytomegalovirus (HCMV) active infection remains a significant cause of
morbidity and mortality of immunocompromised patients. In the case of renal transplant
recipients, it is known that 70% to 90% of them have HCMV active infection, which has a
negative influence on graft survival, and that the highest risk period is between one to four
months posttransplant. Early diagnosis of HCMV infection/disease and a correct
differentiation from other opportunistic infections that occur during the posttransplant period
are essential, considering that confusion between renal dysfunction caused by HCMV
active infection and allograft rejection may lead to additional immunosuppressive therapy
and life-threatening consequences to the patient.

The present study was designed to follow prospectively 48 renal transplant
recipients managed at the University Hospital of Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP) and evaluate the usefulness of the HCMV “Nested” - PCR technigue and pp65
Antigenemia assays in monitoring HCMV active infection. A further aim of the study was to
establish the seroprevalence of HCMV infection in 28 donors and in the 48 recipients and
verify the clinic impact caused by HCMV active infection and disease.

Among 76 evaluated people, 68 (89,5%) had anti-CMV IgG, indicating that they
were infected with CMV before transplantation.

Considering the incidence of active HCMV infection, of 48 patients enrolled in the
study, 34 (70.8%) experienced active HCMV infection and 18 of these 34 patients were

only HCMV-PCR-positive.
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During the follow-up period, a total of 15 (31,3%) patients developed clinical disease
with evocative symptoms. Thirteen (81,3%) of 16 HCMV-antigenemia-positive patients had
HCMV disease, and 15 (44,1%) of 34 HCMV-PCR-positive patients developed HCMV
disease.

Our results indicated that PCR is more sensitive than Antigenemia; however, both

are rapid and early assays for detection of cytomegalovirus infection.
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9. APENDICE

Apéndice1. Consentimento pés-informagao

Eu, 3

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

de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), para pesquisa
do Citomegalovirus, por trés diferentes métodos de diagnosticos. Para isso, sei que
colherdo 4 a 8mL do meu sangue, uma vez por semana no primeiro més, e quinzenais nos
cinco meses posteriores apés a cirurgia, para a realizagdo 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 auxiliara o tratamento de
pacientes transplantados renais que vierem a ser também transplantados. Sei também
que esses dados possuem carater sigiloso, € que meu nome ndo saira em nenhuma
publicagao.

Campinas, de de 199_ .

Paciente :

Medico :
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Apéndice 2. Caracteristicas dos doadores, quanto ao parentesco (doadores vivos), sexo,

idade, compatibilidade HLA e sorologia anti-HCMV IgM e IgG.

Nuimero Parentesco Sexo Idade (anos) HLA IgM/1gG
1 IRMA F 34 I -1+
2" # M 42 : J+
3 IRMAO M 36 1 -+
4 IRMAO M 30 I af
5* # F 37 - -+
6* # M 35 . -+
: # M 29 - -+
8 PAI M 52 II -+
9 # M 30 - ?
10 IRMAO M 28 I -+
1 MAE F 44 i} I+

12* # F 26 - -1+
13 # M 29 g S
14 IRMAO M 27 I 2
15 IRMAO M 26 II -1+
16* # F 32 - -1+
17" # M 41 - e
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18 “ M 25 ?
19 PAI M 49 I -1+
20 IRMA F 33 i I+
21 PRIMO M 38 I -1+
22* # F 38 - ?
23 IRMAO M 35 I -+
24* # F 29 - ?
25 IRMAO M 40 | -/+
26 IRMAO M 34 I -/
27" # M 23 - ?
28* # F 41 - ?
29" # M 43 - -1+
30 IRMAO M 35 | -1+
31* # M 48 2 -+
32* # M 42 - ?
33 # M 25 i I+

# — Doador cadéaver; * - cadaveres que doaram os dois rins; M masculino/ F feminino, ?

sorologia indeterminada.
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Apéndice 3. Caracteristicas gerais dos receptores, quanto ao dia em que foi realizado o

transplante, sexo, idade, doenga de base que levou a Insuficiéncia Renal Cronica e a

sorologia anti-HCMV IgM e IgG.

Dia do IDADE (anos) | DOENCA DE BASE (IRC) IgM/1gG
RECEPTOR SEXO
transplante

1. 8VO 08/06/99 M 33 GNC -1+
2. MLS 26/06/99 F 41 I -+
3.EBR 26/06/99 M 27 S.ALPORT -+
4. JIMP 13/07/99 F 36 GNC -/-
5. HAS 03/08/99 F 29 GNC -+
6. HAR 07/08/99 M 55 GNC -H
7. AMP 07/08/99 M 52 GNC -+

8. VE 11/08/99 M 37 | -+

9.FD 11/08/99 M 53 HAS -+
10. GRS 22/08/99 M 43 | -/+
11. SPO 22/08/99 E 29 GNM -+
12. JFA 26/08/99 F 29 | -+
13. PDC 15/09/99 M 32 | -+
14. SFM 14/09/99 M 24 l -+
15. FMG 21/09/99 M 16 S. ALPORT -~
16. REL 25/09/99 M 22 | -J+

UNICAMP
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17.FR 25/09/99 59 I ot
18. JAG 29/09/99 47 GNC /-
19. VBS 19/10/99 23 | I+
20.LLS 16/10/99 28 GNC -
21.08 04/11/99 51 | -+
22. AP 04/11/99 51 | -+
23. CDR 23/11/99 33 [ -+
24. PLC 23/11/99 34 I -+
25. MNS 05/11/99 32 r -+
26. VLR 14/12/99 37 GNC -+
27. SAS 04/01/00 35 [ -+
28. MLC 30/11/99 36 | o+
29. AA 12/01/00 46 [ -+
30. MSO 12/01/00 42 RP -+
31. LLR 07/12/99 24 [ -+
32.CDA 08/02/00 45 PNC -+
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33. IMM 08/02/00 F 39 HAS <+
34. AFSR 15/02/00 F 44 I -+
35. JGC 23/02/00 F 32 I -/+
36.CLS 25/02/00 M 32 i -/+
37. APL 25/02/00 M 54 GNC ++
38. MGO 16/03/00 F 43 1 -+
39. JBG 16/03/00 M 38 I -I+
40. VRS 30/03/00 M 40 i -+
41. MSS 30/03/00 F 60 I -/+
42. MAS 29/03/00 F 28 I I+
43. ARV 07/04/00 M 42 I -/+
44.TT 07/04/00 F 55 PNC -+
45. LACS 17/04/00 F 32 PNC -/+
46. GA 17/04/00 M 29 RP -/+
47. MRDS 28/04/00 F 36 GNC -f+
48. AAB 28/04/00 M 39 GNC -+
IRC - Insuficiéncia renal crénica PNC — Pielonefrite cronica
GNC - Glomerulonefrite cronica | -indeterminada
HAS — Hipertensao arterial sistémica RP — Rins policisticos
M masculino/ F feminino
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