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RESUMO

O Citomegalovirus Humano (HCMV) ¢é um dos mais importantes agentes infecciosos que
acometem pacientes imunocomprometidos, causando significante morbidade e mortalidade nesse
grupo. A detecgfo do genoma do HCMV pela PCR (Reagdo em cadeia da polimerase) é especifica e
sensivel e pode servir como uma poderosa ferramenta para o diagnéstico precoce da infeccio causada
por esse virus, Variagdes em regides funcionalmente relevantes do genoma do HCMV tém sido
usadas como marcadores genéticos em numerosos estudos clinicos para diferenciar as linhagens e
associd-las a patogénese viral ¢ manifestagfio clinica no paciente, As glicoproteinas do envelope do
citomegalovirus sdo provavelmente essenciais para a entrada e disseminagdo viral nas células
hospedeiras; sio também importantes alvos da resposta imune humana que induz a formacdo de
anticorpos de neutralizagdo do virus. A PCR, combinada com andlise de restricio de regides
polimorficas de produtos amplificados (PCR-RFLP), ¢ eficaz para identificacio dos genotipos de
HCMYV, sendo possivel a distingdo de pelo menos 4 padrdes eletroforéticos.

Por outro lado, a determinagéio da carga viral em pacientes comprometidos imunologicamente,
tem sido associada como marcador ou preditor para o desenvolvimento de doenga drgiio-especifica
pelo HCMYV, sendo de fundamental importéncia para a monitorizagio da terapéutica. Além disso, o
valor da carga viral esté relacionado com o grupo de paciente e/ou tipo de transplante, patogénese do
HCMV e niveis de imunossupressio e pode indicar o inicio da terapia antiviral,

Sabendo-se da importincia da identificagio das linhagens de HCMV em pacientes
imunocomprometidos, sua possivel relagio com a infectividade ¢ apresentacdo clinica, e a relevancia
da determinagdo da carga viral nos diversos grupos, este trabalho, avaliando diferentes popula¢des
imunologicamente comprometidas atendidas no HC-UNICAMP, teve como objetivos principais:

determinar a prevaléncia dos genotipos de HCMV e avaliar uma possivel associagdo do subtipo com






Introdicio

1. INTRODUCAO

1. 1. Historico

O Citomegalovirus humano (HCMYV), identificado em 1904 por Ribbert, é o agente etiologico
da “doenga de inclusdo citomegalica” e cuja denominagio deriva-se do efeito citopético caracteristico,
representado pelo aumento do volume celular por inclusdes intranucleares e citoplasmaticas
observadas no tecido infectado (MURRAY, 1997, MAYA & AZULAY, 2000). Células com
caracteristicas semelhantes tém sido descritas desde 1881 e em 1921, Goodpasture e Talbot
reportaram um caso fatal associado a esse virus envolvendo pulmio, figado e rim de uma crianga
recém-nascida (DREW, 1988). Inclusdes pequenas mas similares aquelas enconiradas foram
observadas por Tyzzer em biopsia de lesio de pele causada por varicela e Lipschutz foi quem
primeiro reconheceu esta similaridade e postulou uma etiologia viral para a “Doenga de Inclusio
Citomegalica” (ALFORD & BRITT, 1990).

Cole e Kuttner, em 1926, puderam demonstrar que o virus estava presente em gliandulas
submaxilares de cobaia e que a sua presenga estava associada com células que continham corpusculos
de inclusdo. O primeiro estudo sistematico sobre prevaléncia desta infecgdo em criangas foi realizado
por Farber ¢ Wolbach em 1932, encontrando células citomegalicas tipicas nas glindulas salivares de
14% das criangas analisadas (PLACHTER, SINZGER & JAHN, 1996). Fetterman, em 1952,
diagnosticou “Doenga de Inclusfio Citomegalica™ por exame citoldgico de urina e Minder (1953),
utilizando a microscopia eletronica, identificou a particula viral de 105 nm de didmetro (DREW,
1988; MAYA & AZULAY, 2000). Margaret Smith conseguiu, em 1954, isolar o virus em cultura de
tecido, usando a infecgdo de glandula salivar de cobaia como modelo (COSTA, 1999),

Através das técnicas de cultura celular, o HCMV foi independentemente isolado por trés

laboratoérios distintos, em amostras de urina e tecido de criangas com manifestagBGes clinicas de
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provavel infecgio pelo virus (PLACHTER, SINZGER & JAHN, 1996; DREW, 1988; COSTA,
1999). Smith conseguiu isolar o virus das glandulas salivares de 2 criangas - uma morreu de infeccgio
citomegalica generalizada; no mesmo ano, Rowe ef al. isolaram trés linhagens de HCMV de tecido
adenoidal de criangas submetidas a adenoidectomia e a partir destes estudos, conseguiram adaptar
uma linhagem de HCMV em laboratério (AD169), replicando em culturas de fibroblastos humanos.
Weller ef al. reconheceram o virus em amostras de urina e pulmio de criangas com doenga de
inclusdo citomeglica generalizada. Em cada laboratorio foi detectado um efeito citopatico idéntico
(ALFORD & BRITT, 1990).

A partir de 1960, com a evolugdio nos processos ciriirgicos para transplantes, a infecgiio pelo
HCMYV comega a ser reconhecida como uma patologia de importancia clinica, sendo considerado o
principal agente patogénico em hospedeiros com o sistema imunolégico comprometido. Na década
seguinte, foram organizados grupos de estudo para avaliar o impacto da infecgio nos pacientes
imunocomprometidos e propor medidas para manter a infecgdo sob controle. Foi iniciada, em 1980, a
utilizagdo de medidas para o controle do virus com agentes antivirais e intervenges imunolégicas, e
atualmente, os avangos para a compreensio dessa virose estio relacionados aos aspectos moleculares

da infec¢o e controle clinico, principalmente nos grupos de risco (RUBIN, 1990; COSTA, 1999).

1.2. Caracteristicas Bioldgicas do Citomegalovirus Humano

O HCMV pertence a familia Herpesviridae, sub-familia Betaherpesvirinae e género
Cytomegalovirus. E considerado o maior membro da familia e possui ultra-estrutura semelhante 4 de
outros Herpes virus, comprovada por microscopia eletrdnica, por isso é também conhecido como
Herpes Virus Humano tipo 5 (HHV-5) (MOCARSKI ef al.,, 1990; BROWN & ABERNATHY, 1998;
COSTA, 1999). Essa classificagio é baseada nas propriedades bioldgicas de especificidade ao

hospedeiro, ciclo de replicagiio e efeitos citopaticos e em geral, os CMVs sio viroses espécie-
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especificas para replicagfio ¢ patogénese (STINSKI, 1990). Tém sido isolados de muitos vertebrados
diferentes - entre eles: camundongos, porquinhos-da-india, macacos, inclusive o homem (MUSTAFA,
1994; ALFORD & BRITT, 1990).

A particula viral consiste de um niicleo de 64 nm, no interior do qual se encontra o material
genético; um capsideo icosaédrico de 110 nm de difmetro e composto por 162 capsdmeros que

envolve o nicleo. O virion completo € cercado por um envelope lipidico e tem um didmetro final de

200nm (MUSTAFA, 1994; COSTA, 1999) (Figura 01).

NUCLEQCAPSIDEO/CAPSOMEROS

MATERIAL GENETICO (DNA)

ENVELOPE LIPIDICO

TEGUMENTO

GLICOPROTEINAS DO ENVELOPE

Copyright 1994 - 97 Marko Reschke

Figura 01 — Estrutura do CMV (www.biografix de/hcmv/html/metaframe/htm)
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O genoma do HCMV € constituido de uma cadeia dupla de DNA linear, com
aproximadamente 240 kb (COSTA, 1999). Quando denaturadas, as fitas de DNA do CMV tendem a
se anelar e formar “loop”, indicativo de que as moléculas possuem dois pares de repeticdes invertidas
que subdividem o genoma em um segmento grande, correspondente a uma unica regidio (Uy, 174 kpb})
que esta inserida entre repeticdes invertidas (IR; / TR;) e um segmento pequeno (Us), que é uma
seqiiéncia inica de 35,6 kpb flanqueada por repeti¢des curtas invertidas (IRg / TRg) (Figura 02)
(RUGER, BORNKAMM & FLECKENSTEIN, 1984; SPECTOR et al., 1990).

Recentemente, foi observado que RNA era purificado das particulas virais. Este mecanismo da
expressdo génica dos herpesvirus permite que 0s genes virais sejam expressos no interior da célula

infectada imediatamente apds a entrada viral e na auséncia de transcrigiio do genoma viral. Nio se

sabe ainda a funcéio das proteinas codificadas por esse RNA (BRESNAHAN & SHENK, 2000).

Jun¢io L-S
U b> a ¢ Usg c a

Figura 02 — Organizacio do genoma do HCMV

Os genes virais sdio expressos nos periodos: imediatamente precoce (0 - 2h), precoce (2 - 24h),
¢ tardio (apds 24h) pds-infecglo € as proteinas séo classificadas como o, [ ou v, respectivamente. As
proteinas que sdo sintetizadas durante os periodos IE (“immediate early”™) e E (“early”) sfo
geralmente associadas com regulagdo da replicagdo do virus, enquanto as sintetizadas no periodo L
(“late™), as proteinas v, sdo elementos estruturais (RASMUSSEN, 1990).
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Apesar da especificidade, € notével a similaridade de muitos genes e elementos regulatérios

entre os virus que infectam humanos e animais (MUSTAFA, 1994; ALFORD & BRITT, 1990;
STINSKI, 1990). O CMV é um virus extremamente labil a 37°C, é inativado a 56°C durante 30
minutos, baixo pH (<5), exposigao ao éter 20% por 2 horas, luz ultravioleta por 5 minutos e ciclos de
congelamento e descongelamento; ¢ mais estavel na urina a 4°C (DREW, 1988; BROWN &

ABERNATHY, 1998; COSTA, 1999).

1.3. Mecanismos de Replicacdo e Regulacdo Génica do HCMV

Apesar do tamanho e complexidade do genoma e capacidade de expressar muitos genes, os
betaherpesvirus mostram uma forte associagio e dependéncia pelas células hospedeiras. No
hospedeiro natural, algumas células sio mais susceptiveis a infecgiio que outras. (STINSKI, 1990). Os
mecanismos moleculares que determinam a permissividade das células para a replicagio do HCMV
ndo s3o entendidos, mas sabe-se que o virus pode penetrar uma variedade de células humanas e ndo-
humanas sem que ocorra a replicagdo. Concluiu-se, desse modo, que fatores celulares determinam as
conseqiiéncias da infecgio pelo HCMV apés a entrada viral (MOCARSKI ef /., 1990; PLACHTER,
SINZGER & JAHN, 1996).

A replicagdo do HCMV em cultura celular ¢ apés infectar o hospedeiro ¢ lenta, ¢ o periodo de
possivel doenga pelo virus é prolongado, podendo a partir dai, permanecer latente. Para iniciar a
infecgio, € necessario que o virus seja adsorvido aos receptores de superficie celular, seguido da fusio
do envelope viral com a lamela externa da membrana citoplasmética. A partir dai, o capsideo &
transportado para os poros nucleares ¢ 0 DNA ¢ liberado no nicleo celular , onde ocorrem a
transcrigdo, replicagdo do DNA viral e producio de novos capsideos (SILVA, 2000).

O padrio de replicagdo do HCMV ¢ similar ao do HSV (virus Herpes simplex) e o ciclo

replicativo pode ser dividido em trés periodos (www.science.memaster ca/biology/virology/)
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> IE (a)- periodo em que os genes sdo transcritos através de enzimas nucleares, os mRNAs
sdo transportados para o citoplasma e sdo traduzidos; ocorre a produgio de certas protefnas
regulatérias que sdo transportadas para o micleo e que permitem ao virus ter controle da sintese
macromolecular da célula hospedeira. Os genes transcritos nesse periodo podem ter influéncia na
expressdo de outros genes virais, seus proprios genes, ¢ possivelmente genes celulares;
» E (B) - comeca ap6s o periodo IE e € caracterizado pela replicagiio do DNA viral, produgio
de proteinas nas células infectadas e produgio da progénie;

» L (y), periodo em que componentes estruturais do virus sio produzidos e o virus infectante

¢ eliminado da célula (STINSKI, 1990; MUSTAFA, 1994; MURPHY, 1996).

Replicacio do DNA

Plachter et al., 1996.

Figura 03 — Ciclo Replicativo do HCMV — Virus (V), Particulas Virais nio-infectantes (P),
Corpos Densos (D), Periodos de replicagdo do CMV: “Immediate early” (IE), “Early” (E), “Late”

(L).
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1.4. Epidemiologia e Transmissio
Um dos mais intrigantes aspectos da biologia do CMV ¢ a distribuicio altamente eficiente do
virus em toda a populagio, enquanto a associagdo com sintomas graves causados pela infecgio ¢ um
evento relativamente raro. Em adultos, de 40 — 100% dos individuos sdo infectados, indicado pela
presenga de anticorpos contra 0 HCMV (MUSTAFA, 1994; PLACHTER, SINZGER & JAHN, 1996).

Acredita-se que os seres humanos sejam os Unicos rteservatdrios para o HCMV, e a
transmissio ocorre por contato direto ou indireto entre pessoas. A transmissdo horizontal e vertical do
virus se da por contato proximo e/ou intimo e inclui: secregdes orofaringeas, urina, excregdes cérvica
e vaginal, fluidos espermaticos, leite materno, lagrimas, fezes, e sangue; o que inclui transfusdes
sangtiineas e orgos transplantados (ALFORD & BRITT, 1990; BRUGGEMAN, 1993; BROWN &
ABERNATHY, 1998).

Existe uma correlagio aproximada entre a prevaléncia do anticorpo para o virus ¢ as condi¢bes
socio-econdmicas da populagio. Quando utiliza-se detecgiio do anticorpo como marcador da infeccdo,
a prevaléncia da infec¢iio pelo HCMV ¢ maior em situagSes de pobreza. Anélises de estudos de
prevaléncia da infecgio relacionada 4 idade sugerem pelo menos 2 periodos de aumento da infecdo
durante o tempo de vida: o primeiro é o periodo perinatal, demonstrado pela virdria; e o segundo
ocorre durante os anos de maturidade sexual (hetero e homossexual) (DREW, 1988(b); MUSTAFA,
1994; BROWN & ABERNATHY, 1998).

A fonte mais comum para infec¢do primaria pelo HCMV em mulheres adultas em idade
reprodutiva € a propagacdo intrafamiliar do virus de uma pessoa infectada para outra. Os virus
geralmente entram na familia por uma crianga com HCMV, comumente infectada durante a pré-
escola ou primario; o virus ¢ excretado pela crianga por um periodo prolongado através da urina e

pode contaminar objetos plasticos como brinquedos, dai a alta freqiiéncia do virus nessa faixa etaria.
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Apés a puberdade, a transmissio do HCMV ocorre principalmente por contato sexual
(BRUGGEMAN, 1993; BROWN & ABERNATHY, 1998).

Apos a infecglo, o CMV ndo ¢ eliminado; ao invés disso, o virus pode escapar do sistema
imunol6gico do hospedeiro e pode permanecer em estado latente (como outras herpesviroses),
podendo ser reativado intermitentemente, ou persistir com baixa viremia. Estas condicdes permitem a
transmissdo do virus a novos hospedeiros (SHEN ez al, 1996; BRUGGEMAN, MARJORIE,
NELISSEN-VRANCKEN, 1999).

A doenga clinica pelo HCMV pode ser resultante de trés padrdes epidemiologicos: infecgio
primaria em individuos previamente soronegativos; secundaria por reativagio da infeccio latente e
ainda secundaria por reinfecgio por outras linhagens do virus (HIBBERD & SNYDMAN, 1995;
MURRAY, 1997; PATEL & PAYA, 1997, MAYA & AZULAY, 2000). A incidéncia de doenga
sintomatica ¢ diferente nestas trés formas de apresentaciio da infec¢io pelo HCMYV. Cerca de dois
tercos dos pacientes com infecgio primaria desenvolvem sintomas; por outro lado, menos de 20% dos
que apresentam reativagdo viral tornam-se sintomaticos e por volta de 40% dos reinfectados tém

sintomatologia atribuiveis ao CMV (COSTA, 1999).

L.5. Patogénese e Manifestacdes Clinicas

O HCMYV possui baixa patogenicidade; é um virus citopatico e conseqiientemente pode
produzir destruigdo do tecido (ALFORD & BRITT, 1990). Os problemas relacionados aos
mecanismos pelos quais os virus escapam das defesas do hospedeiro e invadem as células, a
habilidade em infectar varios tipos celulares, o dano imunolégico induzido pela infecgfio, os sitios de
laténcia e os mecanismos que regulam a reativagéo viral tém sido alvo de estudos (CHOU, 1992),

Em geral, a patogénese do CMV é semelhante & de outras herpesviroses, com a capacidade de:

propagacgéio de uma célula a outra sempre na presenga do anticorpo circulante; estabelecimento de
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infeccdo latente no hospedeiro; reativagdo em condigdes de imunossupressio; e inducio de
imunossupressio, mesmo passageira, no receptor (DREW, 1988(b)).

A infecgdo pelo Citomegalovirus é comum e na grande maioria dos casos, subclinica, portanto
a associagdo com doenga € um acontecimento raro. Entrefanto, a distingdo entre infecgdo ativa e
doenca por HCMYV ¢ fundamental. Infecgdo ¢ definida como soroconversdo (um aumento de 4 vezes
ou mais no titulo de anticorpos para HCMV em pacientes soronegativos ou soropositivos) ou
circulagdo do virus por qualquer fluido corporal como urina, sangue ou secregGes nasofaringeas; pode
ser primaria ou secundaria (ativagdo da infecglio latente ou reinfecgfio). Para a caracterizagio de
doenca clinica pelo HCMV, além das evidéncias laboratoriais de infecgfo ativa, faz-se necessaria a
presen¢a de manifestagdes clinicas compativeis com aquelas sabidamente causadas por esse virus
(MUSTAFA, 1994; TONG, 1997).

Estudos com animais t€ém demonstrado que a fase virémica (desde alguns dias a varias
semanas dependendo do estado imunoldgico do hospedeiro) resulta na disseminagio do virus a
muitos 6rgdos como pulmio, coragdo, bago, figado, rim, glindulas adrenais, pele e medula Gssea
(BRUGGEMAN, 1993). As manifesta¢es clinicas e a gravidade da infeccio pelo HCMV é maior nas
infecgBes primarias embora possam variar de assintomaticas a grave, envolvendo risco de vida, além
disso, ¢ um fator de risco para superinfecgio com outros patogenos oportunistas (MURRAY, 1997;
ROSEN et al., 1997).

Pessoas sauddveis com infecgio pelo HCMV geralmente sfio assintomaticas ou tém uma leve
manifestacgdo da doenga semelhante & mononucleose, caracterizada por quadro febril prolongado,
astenia, sudorese ¢ hepatoesplenomegalia. (KRAUSE & STRAUS, 1999; COSTA, 1999).

Contudo, nas diferentes condigbes relacionadas a imunodepressiio, o HCMV pode provocar

doenca grave ¢ os grupos de maior risco sdo: recém-nascidos (infecgdo congénita), receptores de
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transplante de Orgdos, pacientes com cancer submetidos & quimioterapia, e os portadores da Sindrome

da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) (MAYA & AZULAY, 2000; COSTA, 1999).

1.6.1. TInfecgdo Congénita pelo HCMV

A infeccio congénita pelo HCMV é adquirida pela transmissdo vertical e geralmente ¢
assintomatica. A incidéncia varia de 0,5% a 2,0% de todos os nascimentos vivos e cerca de 10% das
criangas infectadas sdo sintomaticas ao nascimento. Dentre as anormalidades sintométicas observadas
estio: microcefalia, hepatoesplenomegalia, hiperbilirrubinemia, coriorretinite, calcifica¢Bes
periventriculares, pneumonia, restrigio do crescimento intrauterino e ventriculomegalia. A taxa de
mortalidade entre as criancas sintomaticas é de 20% a 30% e aproximadamente 90% dos
sobreviventes desenvolvem sérias seqilelas neurologicas, como retardo mental, perda da audigéo,
comprometimento da visfio, entre outras. Além disso, de 5% a 15% das criangas infectadas que sio
assintomaticas podem, durante a vida, sofrer perda da audi¢io, como conseqiiéncia da infec¢do
congénita pelo HCMV (DREW, 19838(b); ALFORD & BRITT, 1990; MUSTAFA, 1994, SCOTT ef
al., 1997 MAYA & AZULAY, 2000).

InfecgBes perinatats podem ocorrer por contaminagdo durante o parto, pela ingestdo de leite
contaminado e por eventuais transfusdes sangiiineas; a maioria dos casos € assintomética, mas podem
ser observados quadro de hepatite ou pneumonite e ainda sindrome do tipo mononucleose com

anemia hemolitica e trombocitopenia (MAYA & AZULAY, 2000).

1.6.2. Infecgdo por HCMV em Pacientes Transplantados

A infecgio pelo HCMV vem sendo caracterizada como uma das maiores causas de morbidade

e mortalidade em pacientes imunocomprometidos, € os principais alvos para este patégeno sdo os
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receptores de Orgdos como: rim, coragdo, figado e medula ossea) (LJUNGMAN, 1996; PATEL &
PAYA, 1997, COSTA et al., 1999).

O risco da infecgdio pode estar relacionado com o estado sorologico tanto do doador quanto do
receptor. E fundamental considerar o papel de imunossupressio iatrogénica no desenvolvimento da
infecgdo, e drogas como a ciclofosfamida, azatioprina e ciclosporina tém sido implicadas como
facilitadoras da doenga pelo HCMV (ZATA & FORMAN, 1995; KONTOYIANNIS & RUBIN, 1995;
MAYA & AZULAY, 2000), podendo levar a replicagdo viral descontrolada e conseqilente infecgio
sintomatica (PATEL & PAYA, 1997).

Além das manifestagdes proprias da doenga viral, o HCMYV parece ser imunossupressor, ¢ a
infeccdo por este agente foi considerada um fator de risco independente para o desenvolvimento de
superinfeccdes com patégenos oportunistas (bactérias e outros virus), além da relevincia na
participagdo do processo de rejeicdo aos orgdos transplantados (HIBBERD & SNYDMAN, 1995;
ROSEN, et al 1997, MAYA & AZULAY, 2000).

Nesse grupo de pacientes, a infecgdo pode ser primaria com origem em fontes diversificadas,
incluindo o proprio enxerto, ou secundaria, quando o individuo tem infecgdo latente (MAYA &
AZULAY, 2000), sendo que as infecgdes primarias geralmente sdo mais graves (MUSTAFA, 1994).

A onipresenca deste virus, sua tendéncia a ser reativado quando as defesas do hospedeiro estdo
comprometidas e sua capacidade para disseminar a véarios érgfios sdio caracteristicas que podem ajudar
a explicar sua ocorréncia freqiiente na populagdo transplantada (COSTA ef al., 1999).

Dentre as complicagbes clinicas associadas a infecgdo pelo HCMYV estdo: pneumonia
intersticial, doenga gastrointestinal, retinite, pancitopenia, febre, demora na pega do enxerto em
receptores de medula Ossea (TMO) e rejeicio do enxerto entre os receptores de Orgio sélido

(WALTER & BOWDEN, 1995; LIUNGMAN, 1996).
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Evidéncias de replicacdo viral ¢ sintomas clinicos nos transplantados sdo vistos dentro de um a

quatro meses apos a intervengio cirurgica (COSTA, 1999),

1.6.3. Infeccdo por HCMV em Pacientes com HIV

Estudos sorolégicos e de isolamento viral tém documentado uma prevaléncia extremamente
alta da infecgdo por HCMYV na populagio HIV-infectada (MUSTAFA, 1994). Uma vez gue o sistema
imunologico esteja prejudicado pelo HIV, as herpesviroses podem ser reativadas e causar doengas
oportunistas ou ainda interagir com o HIV a nivel celular ou molecular, como um cofator, para
acelerar a replicacio do virus, causande a AIDS e/ou morte (GRIFFITHS, 1996; ROSEN ef 4.,
1997).

O HCMV pode induzir a retinite, podendo levar aoc comprometimento ocular ou cegueira
(DREW, 1988). Além disso, pode causar manifestagfes graves como: enterite, colite, pneumonite e
envolvimento do sistema nervoso central (GRIFFITHS, 1996; MAYA & AZULAY, 2000). Nesse
grupo de pacientes, o HCMYV causa, freqiientemente, doenga disseminada e co-infec¢do com outros

patégenos € muito comum (COSTA, 1999).

1.7. Diagnostico Laboratorial

O diagnostico de infecgdo ativa pelo HCMYV requer complementagdo laboratorial que
demonstre o virus, seus componentes, ou a presenga de anticorpos especificos (MAYA & AZULAY,
2000). Os métodos diagnosticos, utilizados para deteccdo do HCMV, podem ser agrupados em 5
categorias: 1) isolamento viral, 2) métodos sorologicos, 3) exames citologicos e histopatoldgicos; 4)

identificagio de antigenos virais e 5) identificacio de acidos nucléicos.

UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL
SECAQ CIRCULANTF -

1.7. 1. Isclamento Viral
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1.7.1.a.Cultura Classica

O método habitualmente empregado para a detecgdo do virus consiste em isolamento através
da cultura de fibroblastos humanos, onde o material suspeito é inoculado e o virus em condigdes
favoraveis multiplica-se, determinando efeito citopatico caracteristico. O HCMYV pode ser isolado de
materiais biologicos diversos, como urina, saliva, secre¢Bes cervicais, leite, sangue, lavados ¢
aspirados de orgdos, tecidos obtidos por biopsia ou autépsia. Além da complexidade envolvida nos
meétodos de cultura de células, a lenta replicagiio do virus faz com que seja necessario um periodo
minimo de 25 dias para o resultado final (WELLER & HANSHAW, 1962; PANNUTI, 1984). O
efeito citopatico ¢ em geral suficientemente caracteristico para identificagiio e pode ser confirmado
pela técnica de imunofluorescéncia, utilizando-se anticorpos poli ou monoclonais especificos
(PANNUTI et al.,1987, DREW, 1988(a)).

1.7.1.b.Cultura com Isolamento Rapido

A utilizagdo das técnicas de cultura rapida representa um grande avango ao diagnostico da
infecgdo pelo HCMV. Com o emprege de anticorpos monoclonais, os antigenos virais precoce sio
detectados, permitindo uma diminui¢iio consideravel no tempo de espera em relagio a cultura
convencional, utilizando-se a técnica de imunofluorescéncia ou imunoperoxidase. Dependendo do
anticorpo utilizado, a sensibilidade do teste € superior ao método da cultura convencional e a técnica
mais atual emprega monocamadas de fibroblastos, cultivadas sobre laminulas de vidro em placas
(“shell vials”}, com pequenos volumes de meio de cultura (McKEATING et al, 1985; 1986;
DEGIROLAMI ef al., 1987, AGHA et. al, 1988; LELAND, HANSING, FRENCH, 1989; LEE &
HALSWORTH, 1990).

Esta metodologia tem suas limitagSes, ligadas principalmente a variagdo antigénica do virus, o

que torna recomendavel a utilizagdo de um conjunto de anticorpos monoclonais. A detecc¢do do virus
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no sangue parece ter significado prognostico e anteciparia o desenvolvimento de doenga pelo HCMV

(MAYA & AZULAY, 2000).

1.6.2. Metodos Sorologicos

Estes métodos detectam anticorpos produzidos contra os HCMV e nfio apresentam grande
complexidade de execu¢fio. O requisito principal para a obtenciio de resultados positivos é a
capacidade do paciente apresentar resposta imunologica humoral adequada contra os HCMV. Assim,
uma limitacdo importante destes métodos aparece quando ocorre reduciio na resposta imunologica,
como pode acontecer em pacientes com imunodeficiéncias (SUASSUNA & MACHADOQ, 1992).

A avaliacdo sorolégica € 0 meio mais acurado de determinar uma historia passada de infecgdio
pelo HCMV, estabelecida pela presenga de anticorpos especificos da classe IgG (MAYA &
AZULAY, 2000).

Os principais métodos sorologicos utilizados para o diagndstico das infecgdes pelos HCMV
podem ser divididos em classicos ¢ modernos; os classicos ndo discriminam anticorpos IgM e IgG e,
dentre estes, sa0 mais comuns o de neutralizag@o viral e o de fixagdo de complemento e 0s modernos,
por sua vez, discriminam anticorpos IgM e IgG, sendo comumente utilizados os de
imunofluorescéncia, radioimunoensaio e imunoensaios enzimaticos (CLEWLEY, 1989; SUASSUNA
& MACHADO, 1992).

1.6.2.a. Métodos Sorologicos Classicos

A neutralizagdo viral foi a primeira técnica com aplicagdo clinica no diagnostico de HCMV. E
um método dificil e apresenta leitura demorada, pois € necessério incubar o soro em teste com uma
amostra do virus €, em seguida, o virus € cultivado. Devido 4 demora no cultivo celular, a
neutralizacio viral vem sendo abandonada como método diagnéstico (SUASSUNA & MACHADO,

1992),
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A reaciio de fixagio de complemento (FC) para diagnostico da infeccio pelo HCMV € uma
técnica muito difundida e as suas principais vantagens sfo: a facilidade de execugéo, disponibilidade
de antigenos no comércio & amplo espectro de reatividade cruzada entre cépas diferentes de HCMV,
alem da ndo-reatividade com antigenos da Herpes simplex ou Varicela zoster. Um aumento do titulo
inicial, de quatro vezes ou mais, em soros pareados ¢ considerado evidéncia de infecgdo ativa
(MILLER ef af, 1989, BUFFONE ef al, 1991; SUASSUNA & MACHADO, 1992, DREW,
1988(a)).
A técnica ¢ adequada para a detecgdo de soroconversdo. A principal desvantagem da técnica €

sua baixa sensibilidade em comparagéo a outros métodos sorologicos (DREW, 1988(a)).

1.6.2.b. Métodos Sorolégicos Modernos

Entre estes, destacam-se a imunofluorescéncia indireta (IFI), o ensaio imunoenzimatico
(ELISA) e o radioimunoensaio {RIA).

< Imunofluorescéncia Indireta (IFT)

A IFI apresenta maior sensibilidade do que a FC, além de detectar diferentes classes de
imunoglobulinas. A especificidade da IFI para IgG pode ser comprometida pelos receptores para a
porglo Fc de imunoglobulinas, induzidos pelos HCMV nas células utilizadas como substrato na
reacdo. As porgdes Fo de moléculas de imunoglobulina, presentes no soro testado, podem interagir
com esses receptores, ocasionando resultados falsos positivos. Uma modificagiio técnica para superar
este problema € a utilizagdio da IFI com anticorpos anti-complemento marcados com fluoresceina.
Nesta situagio, uma fonte de complemento (soro de cobaia) ¢ adicionado ao soro do paciente.
Somente anticorpos que se ligaram especificamente (pela porgdo Fab e nio via receptor Fc) ao seu

antigeno sio capazes de ativar o sistema complemento. O anticorpo fluorescente secundario ¢ dirigido
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contra componentes do sistema complemento. Portanto, a fluorescéncia s6 serd observada onde
houver reagio especifica (REYNOLDS, STAGNO, ALFORD, 1979).

A TFI para anticorpos IgM, por outro lado, ndo sofre a interferéncia causada pelos receptores
Fc. A expectativa para a detecgdio de IgM era de que esta, pudesse permitir diagnéstico de infecgio
primaria. No entanto, a IgM eleva-se tanto em infec¢Oes primarias, como em reativagdes ou
reinfecgBes e pode em alguns casos, persisticr por periodo prolongado. Além disso, merece ser
ressaltado que a detecgiio de IgM pode revelar falsos positivos, quando existe a presenca de fator
reumatoide nos soros testados, sendo necessaria a adsor¢io desses soros com latex visando minimizar

este problema. Assim, a IFI ¢ um método simples, com aplica¢do clinica confiavel ¢ com razoavel

sensibilidade e especificidade (REYNOLDS, STAGNO, ALFORD, 1979).

< Imunocensaios de Ligagdo
e Radicimunoensaio (RIA)
e Imunoensaio enzimatico (ELISA)

Ambos utilizam os mesmos principios analiticos, mudando apenas o tipo de substincia
reveladora empregada na leitura. Os RIA utilizam substéncias radioativas. Para o ELISA, emprega-se
uma enzima (DEMMLER, 1986). O antigeno purificado € imobilizado numa placa de plastico, na
qual o soro a ser testado ¢ adicionado. Se na amostra existirem anticorpos contra o antigeno
imobilizado, ocorrerd a liga¢dio entre os dois imunorreagentes. A seguir, o sistema € lavado,
removendo-se os anticorpos ndo-ligados. Na etapa seguinte, adiciona-se um conjugado & placa (anti-
imunoglobulina humana, marcada com uma enzima). Finalmente, acrescenta-se um substraio que
sofre a aglio da enzima, gerando um produto colorido, detectado visualmente ou por fotometria. A
técnica permite detectar quantitativamente diferentes classes de imunoglobulinas, possuindo boa

sensibilidade e especificidade (SUASSUNA & MACHADOQ, 1992),
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Entre os imunoensaios de desenvolvimento mais recentes podem ser destacados: o
imunoensaio com particulas de latex, que é um dos mais promissores testes sorologicos, por ter
clevada sensibilidade, especificidade e ser rapido; o imunoensaio fluorescente em fase solida, com
desempenho bom em relagdo aos outros testes ja citados, porém o alto custo do equipamento
necessario para sua realizagdo limita o uso do mesmo (BECKWITH ef o/, 1985), finalmente, o ensaio
com antigeno imobilizado em membrana (CMV CUBE). Este teste é rapido, com leitura visual de
bom rendimento, porém, de alto custo para utilizacio em escala (MATHIESEN ef af, 1992;

SUASSUNA & MACHADQ, 1992).

1.6.3. Exames Citologicos e Histopatologicos
1.6.3.a.Citolégicos
Os métodos citolégicos para identificagio do HCMV podem ser realizados em lavados,
secrecOes e aspirados de tecidos (DREW, 1988(2); MAYA & AZULAY, 2000). Foi o primeiro
método utilizado para se detectar a infecgfo pelo HCMV em pacientes vivos, por meio da pesquisa de
células esfoliadas no material examinado. Em geral, ¢ um método sem muita sensibilidade e

especificidade (SUASSUNA & MACHADO, 1992).

1.6.3.b Histopatoldgicos

O diagnostico da presenca do HCMV em cortes de tecido é feito por meio da visualizagdo das
inclusdes virais. O achado de células com inclusdes tipicas permite, muitas vezes, atribuir ac HCMV
a disfungdo ou lesdo do orgdo estudado. No entanto, este método € considerado de baixa
sensibilidade, mas evidencia a doenga tecidual invasiva (SUASSUNA & MACHADOQ, 1992: MAY A

& AZULAY, 2000).
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Métodos de imuno-histoquimica ou hibridagio in situ associados a esta técnica podem
melhorar sua sensibilidade e especificidade. As vantagens das técnicas histologicas sfo: baixo custo,
simplicidade e disponibilidade, quase universal, do equipamento requerido para sua realizacdo

(MAYA & AZULAY, 2000).

1.6.4. ldentificacio de Antigenos Virais - Antigenemia

A antigenemia € um método alternativo para a detecgdio rapida de viremia € que nio requer
cultura viral (CHOU, 1992). Estes testes podem ser realizados em citocentrifugados ou cortes de
tecidos (SUASSUNA & MACHADO, 1992). Apos fixar a preparagio, € utilizado um anticorpo
monoclonal de camundongo contra o antigeno precoce imediato do HCMV (pp65), como anticorpo
primario. Em geral, o secundério ¢ uma anti-imunoglobulina de camundongo conjugada a uma sonda
enzimética ou fluorescente (imunofluorescéncia ou imunoperoxidase). A leitura, dependendo do
conjugado, ¢ feita no microscopio apropriado, observando-se a presen¢a do substrato enzimatico ou
de fluorescéncia no nicleo das células infectadas. O tempo total do exame € inferior a 6 horas e a
sensibilidade da técnica € boa (THE et ai., 1992).

Encontra limitagdo na especificidade do anticorpo empregado, na necessidade de rapido
processamento do material colhido e em resultados falso-negativos em pacientes neutropénicos

(MAYA & AZULAY, 2000).

1.6.5. Métodos Moleculares
1.6.5.a.Hibridag3o de acidos nucléicos
O desenvolvimento de técnicas de DNA recombinante, com a conseqliente clonagem e

caracterizagdo dos HCMYV, tornou possivel a detecgiio destes em amostras bioldgicas, por meio de
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hibridagio com sondas especificas que reconhecem exclusivamente a segiiéncia dos genes virais
(CHOU & MERIGAN, 1983; KAHAN & LAUNDERS, 1985; GLEAVES et al., 1989).

Os meétodos de diagnostico com base na hibridagio de DNA apresentam vantagens
significativas sobre as técnicas classicas, destacando-se a precocidade no diagnoéstico, a sensibilidade
e especificidade. Embora represente um grande avango na metodologia diagnostica do HCMV, essa
técnica tem inconvenientes, devido 4 complexidade envolvida na sua realizagdo (requer material ¢
estrutura laboratorial nem sempre disponiveis), e a utilizacdo de isotopos radioativos (MAYA &
AZULAY, 2000). Além disso, embora sensivel, estima-se que sejam necessarias de 30.000 a 40.000
particulas de virus presentes na amostré para se conseguir uma deteccdo precisa (CHOU &

MERIGAN, 1983; KAHAN & LAUNDERS, 1985; GLEAVES et al., 1989).

1.6.5.b.Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Com o inicio da amplificagio de DNA, por meio da reagiio em cadeia catalisada pela
polimerase (PCR), a detecciio do HCMYV foi levada a efeito em amostras contendo pequeno mimero
de cOpias do virus. A amplificagio génica pela PCR é um método de biologia molecular que permite a
produgdio de grande quantidade de fragmentos especificos de DNA, a partir de substratos complexos e
em concentragdes diminutas (SAIKI, SCHARF, FALOONA, 1985).

Basicamente, este procedimento permite a amplifica¢dio de um fragmento especifico de DNA,
escolhido pelo investigador, cuja concentragio final excede, em milhares de vezes, a inicial. Todos os
métodos anteriormente empregados no estudo de uma determinada por¢do de DNA tinham, como
objetivo comum, aumentar a sensibilidade na detecg¢do do fragmento alvo, que estd presente em baixa
concentragdo na amostra. Contrastando com esta orientagdo, a PCR € capaz de aumentar
significativamente o numero do fragmento génico escolhido, por meio da sintese enzimdtica de

numerosas copias da porgdo original (COSTA, 1999) (Figura 04).
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De fato, ¢ possivel conseguir expressiva amplificagfio do fragmento de DNA originario de uma
unica célula. De maneira suscinta, este procedimento consiste em repetidos ciclos de sintese de DNA,
por meio de dois “primers” com orientagdes opostas, isto €, dois segmentos de aproximadamente 20
nucleotideos, com seqiéncias complementares as das duas extremidades do fragmento alvo, e levados
a efeito por uma reagdo enzimatica, mediada pela polimerase de atividade em elevadas temperaturas
(“Taq polimerase™). Cada ciclo de reagio de amplificag@io é constituido por trés fases distintas;

*  Desnaturagiio: Separagdo das hélices do DNA a ser amplificado.
*  Aneclamento: Ligagdo complementar entre os “primers” ¢ 0 DNA a ser amplificado.
¢ Extensdo: Sintese do DNA pela “7ag polimerase”.

A orentagdo dos “primers” faz com que a sintese de DNA ocorra na regifio interna entre eles.
Assim, o produto da extensdo de um “primer” ¢ utilizado como substrato para o outro, o que resuita,
em cada ciclo, na duplicagio da quantidade de DNA sintetizada na fase precedente. Portanto, 0
numero de copias do fragmento alvo tem um aumento exponencial (27), facultando, no final de 30
ciclos, um acréscimo da ordem de 10° copias, valendo-se de uma unica célula (SAIKI, SCHARF,
FALOONA, 1985; COSTA, 1999).

Embora a reagio em cadeia da polimerase seja extremamente sensivel, algumas consideracdes
devem ser ressaltadas (GRIFFITHS & WHITLEY, 1993). A alta sensibilidade do método levanta a
questdio da possivel deteccio de genoma de particulas virais defectivas, incapazes de produzir
infecgdo, limitando o seu valor no diagndstico da infecgdo ativa. A PCR positiva indica replicaciio
viral, mas néo é necessariamente diagnostico de doenga pelo HCMV (MAYA & AZULAY, 2000).

A tecnica ¢ muito suscetivel a contaminag@o por produtos de amplificagdes prévias podendo
resultar em resultados falso-positivos, sendo necessarios procedimentos especiais no laboratorio para
se evitar tal problema; ¢ a reagdo falso-negativa pode ser resultante da variagio génica entre as

diferentes linhagens de HCMV (KWOK & HIGUSHI, 1989; MAYA & AZULAY, 2000). Além
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disso, trata-se de uma reagdo enzimatica e varias substincias presentes no material examinado podem
inibir a reagfo, levando a resultados falsos negativos (BUFFONE et al., 1991; KHAN ef af., 1991).

Com base nos trabalhos pioneiros de DEMMLER ef al. (1988) e de SHIBATA ef al. (1988), a
técnica de PCR foi introduzida na literatura para diagnostico da infecgdo pelo HCMV, nos varios
grupos de risco para esta doenga. A escolha de “primers” para amplifica¢do clinica requer o uso de
sequéncias gendmicas que sdo altamente conservadas entre HCMV distintos. Esta escolha ¢
fundamental para garantir, sensibilidade e especificidade para o teste.

Varios trabalhos (DEMMLER et al., 1988, CASSOL, 1989; HSIA ef al., 1989; OLIVE ef al ,
1989; EVANS et al., 1997) tém sugerido, que a técnica PCR para diagnéstico da infecgfio pelo
HCMYV produz resultados compativeis a culiura classica, atingindo 100% de especificidade e 93% de
sensibilidade, no entanto, é uma metodologia mais rdapida. Em todos estes trabathos, os resultados
foram alcangados apds hibridagdo do produto da amplificagdo simples, com sondas especificas
marcadas com P3;. Uma vantagem importante desta técnica em relacdo a deteccdo de antigeno esta na
maior facilidade de conservagéio do material (MAYA & AZULAY, 2000).

Maior sensibilidade e especificidade foi alcangada pela técnica de “Nested PCR” (Figura 04),
utilizada por PORTER-JORDAN et al. (1990) e, BRYTTING et al. (1991). Esta variacio da PCR é
uma técnica que amplifica uma seqiiéncia alvo em dois passos: na primeira amplificagio, utiliza-se
um par de “primers” especificos para um fragmento alvo desejado; a partir do produto desta 1° reagiio,
um novo par de “primers” ¢ utilizado para uma regifio interna ao fragmento anterior, por isso o
aumento da sensibtlidade ¢ especificidade da reagéo.

Além disso, a “Nested-PCR” permite um diagnéstico mais rapido que a PCR simples seguida
da hibridaciio especifica (XU ef al,, 1993; BRAINARD ef al., 1994; FOX et al, 1995; EHRNST,

1996).
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Figura 04: Esquema demonstrativo da ‘“Nested-PCR”, maior sensibilidade e especificidade.

22



Entradugiio

1.6.5.¢.Captura Hibrida
Meétodos comerciais para a detecgdo do genoma viral em sangue total ou leucocitos por
téenicas de hibridagdo também estdo disponiveis. No método de captura hibrida (Digene, USA,
Murex, UK) uma sonda de RNA ¢ utilizada para hibridar com ¢ DNA viral e o hibrido resultante é
entdo capturado por um anticorpo monoclonal (MAb) especifico para o hibrido DNA:RNA. A
detecgio do sinal ¢ através da quimioluminescéncia e pode formecer resultados qualitativos e

quantitativos (TONG, 1997).

1.7. Linhagens de Citomegalovirus

As regides génicas do HCMYV sdo polimérficas. Cépas epidemiologicamente nio-relacionadas
sdo Unicas a nivel de DNA (SHEPP ef al, 1996). Diferencas em genes funcionais (immediate early,
glicoproteinas do envelope - gB e gH, polimerase, entre outros) podem existir entre as diversas
linhagens de HCMV, influenciando sua capacidade em infectar linfocitos e células progenitoras
hematopoiéticas, podendo ainda influenciar na viruléncia das linhagens virais (VOGELBERG ef af.,
1996, HEBART et al,, 1997, WINGART et al., 1998). Estas caracteristicas também foram observadas
em ratos (FRIES ez al,, 1994; MEYER-KONIG ef al., 1998).

As cépas podem ser agrupadas de acordo com as similaridades no DNA e seqiiéncia de
aminodcidos de certas regiGes polimorficas do gene (RASMUSSEN et i, 1997, SHEPP, 1998); as
variagOes entre elas t8m sido usadas como marcadores genéticos em diversos estudos clinicos e
consideram sua associagdo com a patogénese viral (HEBART ef al., 1997, TOROK-STORB ¢! af,
1997; RETIERE ez al,, 1998, AQUINO & FIGUEIREDQ, 2000).

Nenhum sistema de classificagio sorologica para as linhagens de HCMV é reconhecido, no

entanto, as variantes da estrutura do DNA foram primeiro demonstradas quando os padiBes de
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digestdes com endonuclease de restrigdo do DNA viral, de origens diferentes, foram comparados
(LEHNER, STAMMINGER & MACH, 1991; SHEPP et al., 1996).

Analises enzimaticas por RFLP (“Restriction Fragment Length Polymorphism™) tém mostrado
que ha, na populagdo em geral, determinadas linhagens de CMV circulantes, cada uma com um perfil
de restri¢io caracteristico (DARLINGTON et al., 1991).

No entanto, a técnica de RFLP do genoma viral é um procedimento ineficiente para analise de
um nimero elevado de isolado viral, requer muito tempo para a replicagio in vitro e além disso é
dependente de grande quantidade de DNA. O problema da utilizagio de grande quantidade de DNA
foi solucionado com a padronizagio da hibridagio por Southern blot apés a RFLP, mesmo assim o
tempo consumido era muito. Com a introdugio da PCR seguida da RFLP do produto amplificado, foi
possivel caracterizar a variabilidade genética do virus, tornando-se uma importante ferramenta para
estudos epidemiologicos (CHOU, 1990; CHOU & DENNISON, 1992; SOUZA et al., 1995; LASRY

etal., 1996 ).

1.7.1. Glicoproteina B

O maior componente do envelope do HCMV, a denominada glicoproteina B (gB), ¢ essencial
para a entrada viral na célula hospedeira e disseminagdo do virus célula a célula; ela é também um
importante alvo da resposta imune humana que induz & formagdo de anticorpos de neutralizagio
(LASRY et al., 1996, SHEPP et al., 1996, BONGARTS e al., 1996; ALBEROLA ef al., 1998).

Certas regides do gene gB sio altamente varidveis entre as diferentes cépas de HCMV,
estando uma delas situada proxima ao sitio de clivagem da protease (entre os aminoécidos 460 e 461)
e esta envolvida no processo de fusdo com a célula hospedeira (VOGELBERG et al., 1996),

Através de analises RFLP no gene que codifica a glicoproteina B, foi possivel a distingio de 4

genotipos de gB (HEBART ef al, 1997, TOROK-STORB ef al, 1997). A tipagem do HCMV foi
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também desenvolvida para ser aplicada em estudos epidemiologicos, determinando a freqiiéncia de
reinfec¢do e ajudando no entendimento da transmissio viral (AUGUSTYNOWICZ &
DZIERZANOWSKA, 1998},

Mais recentemente, a técnica de SSCP (“Single Strand Conformation Polymorphism”) tem
sido utilizada para a caracterizagfo viral, pois € capaz de discriminar, em fragmentos de DNA do
mesmo tamanho, variagdo em sua seqiiéncia. A técnica é baseada na migragio das fitas de DNA que,
quando denaturadas, o padrio de migracio em gel de acrilamida ¢ alterado, em caso de variagio
genética (PALACIO & DURAN-VILA, 1999). Além de fornecer padrdes eletroforéticos
conformacionais caracteristicos para os subtipos de HCMV descritos, a SSCP pode permitir a
detecgdo de alteragdes na sequéncia alvo que n3o sdo reconhecidas pela endonuclease de restrigio e
que podem originar novas variantes virais (BINDER ef al., 1999).

Estudos revelam a prevaléncia de determinados genotipos entre os diferentes grupos de
pacientes imunocomprometidos estudados. TOROK-STORB ef al.(1997), descreve em seu estudo
com transplantados de medula Ossea, a correlagio dos tipos gB3 e gB4 com morte por
mielossupressdo, e também a associagdo destes tipos com um risco reduzido de GVHD (doenga do
enxerto contra 0 hospedeiro) agudo de graus II a IV (TOROK-STORB ez al,, 1997). Nesse grupo de
pacientes, o subtipo gB1 foi encontrado mais comumente em pessoas que sobreviveram 4 infecgdo
pelo HCMV, com melhor prognéstico (FRIES e? al., 1994).

O genotipo gB1 foi encontrado na maior parte da popula¢do transplantada hepitica e foi
associado com aumento dos casos de rejei¢do aguda (ROSEN et al,, 1998). Qutros estudos revelaram
que o genotipo gB2 estd associado com infecgdo sintomatica pelo CMV nestes pacientes (HEBART
et al., 1997).

Analisando um grupo de transplantados renais, VOGELBERG e7 al.(1996), nio encontrou

diferenca significativa na prevaléncia dos tipos gB1, gB2 e gB3 e os tipos gB4 e mistura de linhagens
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foram raramente encontrados. Também nio observou diferenca na patogenicidade dos genotipos entre
os receptores de rim; da mesma forma, PEEK ef al.(1998) encontraram esta mesma relagio na
populagio de pacientes HIV positivos com retinite por CMV, em amostras de fluido ocular e sangue.

RASMUSSEN et al (1997) trabalhou com 2 populagdes diferentes, pacientes infectados com o
HIV e receptores de transplantes alogénicos, e observou que os genotipos gB1 e gB2 sfo distribuidos
diferentemente nestas populagdes, tanto em amostras de sangue, quanto de urina (VERBRAAK ef al.,
1998). Além disso, descreveu que o genotipo gB4 ocorre mais fregiientemente em amostras de sémen
do que em leucdcitos de pacientes infectados pelo HIV. Em amostras de sangue de pacientes com
AIDS, o genotipo mais freqiientemente encontrado foi o gB2, e a associagio com doenga por HCMYV,
especialmente retinite, pode ser observada (SHEPP ef al,, 1996). Entretanto esta associagio ndo foi
possivel por GILBERT et al.(1999).

Foi relatado por WADA et al. (1997), diferenga na distribui¢do das linhagens do HCMV entre
racas. Eles descrevem a prevaléncia da gB2 na populago asitica de transplantados de medula dssea,
enquanto em populag¢des caucasianas o subtipo prevalente foi o gB1.

Um estudo brasiletro revelou a alta prevaléncia, em tranplantados renais, de infec¢do por mais
de um genotipo de HCMV durante o seguimento dos pacientes. Além disso, nio comprovaram
associagdo de genottpos gB com o desenvolvimento de infecgfio sintomética por esse virus (AQUINO

& FIGUEIREDQ, 2000).

1.8. Determinagdio da Carga Viral
E provavel a associagdo entre a carga viral como marcador ou preditor para o desenvolvimento
de doenga orgdo-especifica pelo HCMV (LIPSON et al, 1998; FERREIRA-GONZALEZ et al,

1999; SAI et al., 2000).
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Metodologias para detectar e quantificar o virus ou componentes virais tém sido
desenvolvidas, entre elas: viremia — que quantifica a infec¢fio pelo virus em leucécitos do sangue
periférico (PBL) apds cultivo em fibroblastos humanos; antigenemia — quantifica uma proteina do
HCMYV (pp65) que € produzida em excesso durante a replicagiio viral e é acumulada no nicleo dos
PBLs de pacientes imunocomprometidos infectados pelo virus; leucoDNAemia (L-DNA) e
plasmaDNAemia (P-DNA) - quantifica o DNA viral nos PBLs ou plasma através da PCR
quantitativa; e ainda os métodos de hibridagdo e PCR in sifu — para detecciio do acido nucleico viral
em células ou cortes de tecidos e detecgdo do menor nimero de copias virais em uma unica célula,
respectivamente; ¢ a determinagio dos transcritos dos genes IE e L (mRNA) para detectar infecgfio
viral ativa (GERNA ef al, 1998(b); GOOSSENS ef al, 2000). No entanto, nenhuma delas tém
oferecido resultados definitivos em relagéo & significancia clinica para o monitoramento da infecgio
pelo HCMYV e eficacia do tratamento antiviral (GERNA ef al,, 1998(a); BOECKH & BOIVIN, 1998).
Um dos métodos mais populares é a incorporagdo, na PCR, de um controle interno especifico
que sera amplificado com a mesma eficiéncia e detectado por um método quantitativo pés-PCR
independentemente da sequéncia alvo, desta forma, o “primer” para o controle interno devera ter
constituigdo semelhante & seqiiéncia alvo. A detecglo € feita por captura através da hibridagio dos
“primers” biotinilados que utilizam um conjugado streptavidina-peroxidase, com sondas imobilizadas
em placas (tipo ELISA). E escolhido um competidor comum com nimero de copias determinado para
ser comparado ao alvo (ALEXANDRE ez al., 1998). |
GERNA et al. (1998), concluiu em seu estudo, que a quantificacio através da L-DNA
representa uma metodologia de escolha para o monitoramento da infecg@o priméria em receptores de
orgéos solidos, com resultados comprobatorios e consistentes da associagio dos niveis encontrados
com manifestacBes clinicas. A L-DNA foi aplicada em um grupo de pacientes com AIDS e foi

observada a relagio entre os niveis do DNA viral e presenca de retinite por HCMV e diferencas
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nesses valores puderam indicar se houve reativagio do virus, sendo ttil, portanto, na escolha entre
terapia local ou sistémica (TUFAIL ef al, 1999). Além do mais, o valor da carga viral estd
relacionado com o grupo de paciente (e/ou tipo de transplante), patogénese do HCMV e niveis de
imunossupressdo, e pode determinar o inicio da terapia antiviral (MENDEZ et al., 1998).

Um protocolo que aplica a PCR-multiplex (regides génicas LA e IE) aliada 4 uma metodologia
de dilui¢io limitante foi padronizada por CABALLERO ef al, 1997, que demonstrou sua
sensibilidade combinando fatores como: “PCR hot start”, temperatura de anelamento elevada e
coloragio do gel de acrilamida com prata. A “Nested-PCR” foi utilizada por WILDEMANN et al.
(1998) seguida de diluigdes seriadas para determinar o nimero de genomas do virus presente no
fluido cerebroespinal (CSF) em pacientes com AIDS infectados pelo HCMV com o envolvimento do
sistema nervoso central (CNS). BABER ef af. (1999), adaptaram a PCR em conjunto com o método
ELISA usando um padrdo de DNA co-amplificado para quantificar o gene da glicoproteina B (gB) de
HCMV. Esta metodologia consiste em um sistema de solugdes de hibridagio produzindo cor ao final
da reagdo para detecgdo dos amplicons; possui padres de calibragio interna com namero
determinado de copias.

Um método de PCR foi desenvolvido para detecgio e quantificacio do DNA de CMV em
amostras de fezes humanas, a carga viral resultante nessas amostras sugere que o método pode ser

utilizado no monitoramento da eficiéncia do tratamento antiviral (BOOM et al., 2000).

1.9. Profilaxia e Monitoramento da Infecgcdo pelo CMV

O tratamento da doenga ativa causada pelo HCMV estd limitada aos agentes antivirais
ganciclovir, foscarnet e mais recentemente ao cidofovir. Ganciclovir, um anélogo nucleosideo, foi o
primeiro agente antiviral virostatico com atividade comprovada contra o HCMV in vitro e in vivo. A

terapia de supressdo ou manutencio ¢ feita na dose de 5 mg/Kg/dia, de 5 a 7 dias na semana; para
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casos de retinite, a dose deve ser aumentada. O principal efeito colateral é a neutropenia e
mielossupressdo, responsaveis pela interrupgéo no tratamento; outros efeitos menos freqiientes sdo;
plaquetopenia, alteragbes hepaticas, neuroldgicas e renais (HIBBERD & SNYDMAN, 1995; COSTA,
1999; MAYA & AZULAY, 2000).

Foscarnet, um inibidor da DNA polimerase viral, € utilizado em pacientes com resisténcia ao
Ganciclovir, ¢ sua utilizagdo em pacientes com AIDS demonstrou uma sobrevida maior nesse grupo.
Apresenta como principal efeito colateral a nefrotoxicidade elevada e a resisténcia do HCMV a este
medicamento ¢ menos freqiente (ALFORD & BRITT, 1990; COSTA, 1999; MAYA & AZULAY,
2000). Outra droga utilizada em pacientes HIV-positivos que desenvolveram retinite por HCMV € o
Cidofovir, com potente a¢fio anti-HCMYV, inclusive para as linhagens resistentes. Também ¢
nefrotéxico, pode provocar nauseas e vOmitos além de neutropenia, irite e neuropatia periférica
(MAYA & AZULAY, 2000).

A prevengdo da infecgdo por HCMYV € possivel para a maioria dos pacientes, entretanto,
algumas questdes relevantes devem ser consideradas: o valor preditivo da carga viral para doenca por
HCMV (discuttdo anteriormente), resisténcia viral, além do custo e disponibilidade da terapia

preventiva (LEGENDRE & THERVET, 2000).
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2. OBJETIVOS

Sabendo-se da mmportincia da identificagdo das linhagens de Citomegalovirus Humano em
pacientes imunocomprometidos, sua possivel relagio com a infectividade e apresentacfio clinica, € a
relevincia da determinagdo da carga viral, este trabalho, avaliando diferentes populacdes
imunologicamente comprometidas atendidas no Hospital de Clinicas da UNICAMP, teve como

objetivos principais:

I. Determinar a prevaléncia dos subtipos gB de Citomegalovirus Humano nas populagtes

imunocomprometidas infectadas por esse virus;

Il. Avaliar, retrospectivamente, a relagio de uma determinada linhagem com o quadro clinico

apresentado, pelos diferentes grupos de pacientes estudados, durante a infecgéio ativa;

Ill. Padronizar métodos de determinacfio da carga viral como ferramentas no monitoramento da

terapia antiviral e valor preditivo de doenga por HCMV,
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3. CASUISTICA
3.1. Genotipagem

Foram incluidas no estudo de determinag@io das linhagens de HCMYV, 122 amostras clinicas
(sangue ¢ urina) de 104 pacientes imunocomprometidos de um banco de DNA com diagnostico
positivo para o virus HCMV, seguidos no HC — UNICAMP no periodo entre novembro de 1995 a
margo de 1999. A tabela 01 mostra os pacientes estudados por grupo, idade, diagnéstico inicial,
importéncia da infecgdo pelo CMV na data de coleta do exame, subtipo do virus na amostra. De
maneira geral, os pacientes seguidos tinham em média 23 anos (as idades variaram de 3 meses a 67
anos), 58 deles pertenciam ao sexo masculino ¢ 46 ao sexo feminino.

A confirmagio laboratorial de infec¢io pelo HCMV foi realizada no “Laboratorio de
Diagnéstico de Doengas Infecciosas por Técnicas de Biologia Molecular”, através da técnica
“Nested-PCR”, para pacientes com quadro clinico sugestivo de infecgdo.

Como se tratou de estudo retrospectivo, os dados clinicos apresentados na tabela 01{Apéndice)

foram verificados no prontuario dos pacientes.

3.2. Quantificacdo
Para a determinacdo da carga viral foram aplicadas 2 metodologias:
3.2.1. Sistema de Captura Hibrida DIGENE®
Pudemos analisar um total de 93 amostras de 30 pacientes em seguimento no HC-UNICAMP,
no periodo entre setembro de 1999 a margo de 2000, e avaliar a carga viral em rela¢io as técnicas
“Nested-PCR” ¢ Antigenemia. A tabela 02 (Apéndice) descreve os pacientes estudados nesta

metodologia.
UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL
SECAQ CIRCULANTE
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3.2.2. Diluicio limitante
Esta técnica, com algumas adaptagSes, foi aplicada em amostras diferentes: 1- em um grupo
de 24 pacientes portadores de HIV estudados para genotipagem do HCMV (amostras retrospectivas) e
2- em 9 amostras de pacientes que tiveram teste positivo pelo Sistema de Captura Hibrida DIGENE®.
A tabela 03 (Apéndice) discrimina a casuistica avaliada para este procedimento.

A casuistica ndo foi relevante para que os dados pudessem ser analisados.
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4. METODOS
4.1. Extracdo do DNA
4.1.1. Preparagfo das amostras:
As amostras de sangue periférico, recebidas em tubo com anticoagulante (EDTA), foram

centrifugadas a 2,500 rpm durante 10 minutos para a separago do plasma, o qual foi descartado.

4.1.2. Lise das hemaceas:

As hemaceas (sedimentadas) foram lisadas com uma mistura de solugdes de cloreto de aménio
(NH4CI), a 0,144 M - 5 vezes o volume de células e bicarbonato de amdnio (NH4HCO:) a 0,01M - 0,5
vezes o volume de células. Apbs quinze minutos em repouso d temperatura ambiente, o hemolisado
foi centrifugado durante 20 minutos a 2500 rpm, esta etapa foi repetida mais uma vez, e
posteriormente o sobrenadante foi removido e o precipitado de leucocitos submetido a etapa

seguinte.

4.1.3. Lise de Leucocitos:

Os leuctcitos foram lisados com lavagens de solugio TKM1 (Tris-HCI 10 mM (pH=7.6); KCl
10 mM; MgCl; 10 mM e EDTA 20 mM), sendo centrifugados por 10 minutos a 2.500 rpm, por duas
vezes consecutivas, quando foi adicionado, aproximadamente, 3 gotas de Triton X-100 (Nuclear), na
primeira lavagem. A segunda lavagem ndo continha nenhum desses dois Gltimos especificados: o
sobrenadante foi descartado e apds essa etapa, foi acrescentado ao precipitado a solugio TKM?2
(0,8mi da solugdo contendo Tris-HCl 10 mM (pH=7,6), KCI 10 mM; NaCl 0,4 M; MgCl, 10 mM:
EDTA 2 mM; 0,025ml! de duodecil sulfato de sodio (SDS) 20%. Em seguida o material foi incubado
durante 40 minutos a uma temperatura de 56°C e entdo foi adicionado 0,3 ml de NaCl 5 M. Nessa

etapa o precipitado foi descartado e o sobrenadante transferido para um tubo estéril.
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4.1.4. Precipitagio do DNA:

Ao sobrenadante foi adicionado 4,0 ml de etanol absoluto gelado (EtOH), ocorrendo a
precipitagdo do DNA. O precipitado foi lavado em 1,0 ml de alcool 70% gelado e a seguir foi
centrifugado. Descartado o sobrenadante, o DNA precipitado foi seco a temperatura ambiente e
solubilizado em agua destilada, deionizada e estéril (dH,0); sendo deixado por 8 horas em banho-
maria a 37°C, ou levado a uma temperatura de aproximadamente 4°C, por 16 horas e sua
concentracdo foi estimada em espectofotdmetro, por meio do valor da densidade optica em

comprimento de onda de 260 nm. (SAMBROOK, FRITSCH, MANIATS, 1989),

4.2. Amplificacio génica pela reacio em cadeia da polimerase (PCR), para detec¢do do CMV:
4.2.1. Condic¢des da reagio:

A reagdo em cadeia da polimerase seguiu o método descrito por Saiki ef al. (1985 ¢ 1988) com
algumas modificagdes. A orientagio dos “primers” faz com que a sintese do DNA ocorra na regido
interna entre eles. Desse modo, o produto da extensido de um “primer” ¢ utilizado como substrato para
0 outro, o que resulta em cada ciclo, na duplicagio da quantidade de DNA sintetizada no ciclo
precedente. Assim, o numero de copias do fragmento alvo tem um aumento exponencial, o que
faculta no final de 30 ciclos um aumento da ordem de 10° copias, partindo-se de uma unica célula
(SAIKI et al., 1985).

Para cada reagdo de amplificagéo utilizou-se 0,4 a 0,5 ul do DNA a ser estudado (que foi
obtido das amostras de sangue periférico, submetidas ao método de extragio anteriormente descrito)
para um volume total de 20,0 pl de reagéo. Foram adicionados 50 mM de cloreto de potéssio, 10 mM
de Tris-HCI (pH 8,4), 2,5 mM de cloreto de magnésio, 2,0 pmol de cada “primer” MIE4 ¢ MIE 5
(Tabela 04 - ver seqiiéncia de nucleotideos), 200 mM de cada desoxirribonucleotideo (dATP, dCTP,

dGTP e dTTP) e 0,5 unidade de Tag DNA polimerase.
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Para a “Nested PCR”, as condi¢Bes de reagdio foram as mesmas utilizadas na 1* PCR , sendo
que para a 2° reagfio, uma aliquota do produto da 1* foi reamplificada com o par de “primers” interno

ao fragmento anterior (IE — “immediate early”). (fabela 04).

Tabela 04: Seqiiéncia dos “primers” utilizados para a detecgiio do Citomegalovirus Humano.

M

Nome Seqiiéncia Sentido Tipo

MIE 4 ¥ CCAAGCGGCCTCTGATAACCAAGCC ™ “sense” “primer” externo

MIE 5 " CAGCACCATCCTCCTCTTCCTCTGG Y “antisense” “primer” externo
IE 1 > CCACCCGTGGTGCCAGCTCC ¥ “sense” “primer” interno
IE 2 > CCCGCTCCTCCTGAGCACCC ¥ “antisense” “primer” interno

Sequiéncia de “primers” descrita por BRYTTING ef al., 1991.
Trinta ciclos foram realizados automaticamente em termociclador Robocycler 40 (Stratagene).

Os ciclos foram precedidos por um periodo de desnaturaciio inicial a 94°C durante 5 minutos e no

final, 7 minutos a 72°C para a extensdo final.

Para a 1° reagdo, os ciclos de amplificagdo empregados para cada amostra compreenderam:

¢ Desnaturagio: 94°C - 1 minuto;
e Anelamento: 55°C - 1 minuto;

e Extensio: 72°C - 1 minuto e 30 segundos.

E para a “Nested-PCR” houve uma pequena alteragio no ciclo de amplificacéo:
s Desnaturagio: 94°C - 40 segundos;
e Anelamento: 55°C - 40 segundos;

e Extensdo: 72°C - 1 minuto e trinta segundos.
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4.2.2. Deteccdo:

Cerca de 7.0l do produto da “Nested PCR” acrescidos de 2,0ul do corante azul de
bromofenol, foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2,0% corado com brometo de etidio
¢ visualizados sob luz ultravioleta. Em amostras positivas observou-se um fragmento de 159 pares de
bases, a0 passo que nas amostras negativas nao houve fragmento amplificado. Como controle positivo
da reagdo, foi usado uma aliquota do extrato viral da cépa AD169 do HCMYV, como controle

negativo, uma amostra certamente negativa para o virus e como branco de reagio, a agua.

4.3. Amplificaciio génica pela reaciio em cadeia da polimerase (PCR), para a B-globina humana.

A amplificagiio de um fragmento do gene da B-globina humana, seguindo a metodologia
descrita por SAIKI er al. (1985), foi utilizada nas amostras estudadas e o produto serviu como
controle interno de reagdio. O fragmento obtido, 365 pb, indicou que o DNA extraido era de boa
qualidade ¢ ndo houve inibigdo da reagfo - resultado indispenséavel para um diagndstico seguro.

As condigBes de reagdo utilizadas para a amplificagio do gene da B-globina foram as mesmas
aplicadas para a detecgio do HCMV. Os “primers” utilizados na 12 reagiio foram P3 e P5 e na

“Nested-PCR” P3 e 109 (tabela 05).

Tabela 05: Seqiiéneia dos “primers” utilizados para amplificagdo do gene da B-globina humana.

m

Nome Seqiiéncia Sentido Tipo
P3* * AGACAGAGAAGACTCTTG” “sense” “primer” externo e interno
P5 * TCATTCGTCTGTTTCCCATTC * “antisense” “primer” externo
109 > CCCTTCCTATGACATGAACTTAACCAT®  “antisense” “primer” interno

Seqiiéncia de “primers” descrita por SAIKI ef al. {1985). * O “primer” P3 foi utilizado na 1° ¢ 2° reagdes.
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Trinta ciclos foram realizados automaticamente em termociclador Robocycler 40 (Stratagene).
Os ciclos foram precedidos por um periodo de desnaturagio inicial a 94°C durante 5 minutos e no
final, 7 minutos a 72°C para a extensio final,
O ciclo de amplificagio foi padronizado para as 2 reagdes e o programa foi o seguinte:
* Desnaturacio. 94°C - 1 minuto;
¢ Anelamento: 55°C - 1 minuto;
¢ Extensio: 72°C - 1 minuto.
O produtoe foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 2,0% corado com brometo de

etidio, visualizado sob luz ultravioleta e fotografado em sistema Polaroyd.

4.4. Normas aplicadas para se evitar contamina¢io:
Afim de se eliminar problemas de contaminagdo das reagSes, o que poderia ocasionar
resultados falsos-positivos, foram tomados os seguintes cuidados:
¢ o ambiente utilizado para a extragio do DNA foi diferente daquele destinado a
amplificagio da seqiiéncia alvo (PCR);
* as amostras a serem amplificadas foram manipuladas em bancada com fluxo laminar, o
que torna ¢ ambiente estéril;
» um outro ambiente foi utilizado para se fazer a eletroforese;
* antes da abertura dos “eppendorffs”, foi efetuada rapida centrifugacfio para que a reagio
contida no tubo ficasse concentrada na regido inferior evitando sua dispersdo por aerosol;
» foram utilizadas ponteiras ¢ eppendorffs novos e estéreis, para aliquotar a amostra,
utilizamos ponteiras com filtro;

* trocas constantes de luvas foram feitas durante todo o procedimento.
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4.5. ldentificacdo das linhagens de HCMV;
A identificagio das diferentes cépas do HCMV foi feita & partir do DNA de pacientes que

obtiveram “Nested PCR” positiva para a regido MIE do virus.

4.5.1 Cond_igﬁes da reagéo:
Utilizamos a “Nested-PCR” para o gene da glicoproteina B para posterior analise de restrigio.
Para a primeira reagédo utilizamos 0,4 a 0,5 pl da amostra HCMYV positiva para um volume total de
20,0 pl de reagfo. Foram adicionados 10% do volume total de rea¢do de buffer (50 mM de cloreto de
potassio, 10 mM de Tris-HCI (pH 8,4), 2,0 mM de cloreto de magnésio), 20 pmol dos “primers”
gB1319 e gB1659 (Tabela 06), 200 mM de cada desoxirribonucleotideo (dATP, dCTP, dGTP e

dTTP) e 2,5 unidades de Tag DNA polimerase.

Tabela 06: Seqiiéncia dos “primers” utilizados para a amplificagio das glicoproteinas gB e gH do

Citomegalovirus Humano. * O “primer” gB1319 foi utilizado para as duas reagdes.

e et ————

Nome Seqiiéncia Sentido Tipo
m
gB 1319* > TGGAAC GGAACGTT GGC ¥ “sense” “primer” externo e interno
gB 1659 > GCACCTTGACGCTGGTITTGG ¥ “antisense” “primer” externo
gB 1604 * GAAACGCGCGGCAATCGG Y “antisense” “primer” interno

sH 172 ¥ TGGTGTTTTCACGCAGGAA ™ “sense”
gH203 > CCACCTGGATCACGCCGCTGY “antisense”

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

1996, ¢H 172 e gH 203 por CHOU, 1992(2).
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Para a 1° reaciio, trinta e cinco ciclos foram realizados automaticamente em termociclador
Robocycler 40 (Stratagene). Os ciclos foram precedidos por um periodo de desnaturacio inicial a
95°C durante 5 minutos e no final, 7 minutos a 72°C para a extenséo final.
O ciclo de amplificagdo para a 1* rea¢8o compreendeu:
e Desnaturagio: 94°C — 30 segundos;
e Anelamento: 65°C - 45 segundos;

* Extensio; 72°C - 1 minuto.

Na etapa seguinte mantivemos a concentragdo dos reagentes para um volume total de reacéo
de 40,0 ul (volume necessério para a continuidade do procedimento — analise de restrigdo). Nesse
caso adicionamos 1,0 pl da 1* PCR ao invés do DNA do paciente ¢ o par de “primer” usado foi gB
1319 ¢ gB 1604

O ciclo da “Nested-PCR” para a gB e gH foi o seguinte:

¢ Desnaturacdo: 94°C - 30 segundos ™
e Anelamento: 65°C - 30 segundo; 30 vezes
e [Extensfo: 72°C - 1 minuto. -~
e Desnaturagio: 94°C - 30 segundos ™

* Anelamento: 55°C - 30 segundos 15 vezes

e Extensio: 72°C - 1 minuto e

Para a gH, foi utilizada uma unica PCR seguindo as condigGes de reagdo da “Nested-PCR”
para gB (inclusive o ciclo de amplificagdo). Foi adicionada a reagfio, 1,0 pl da amostra HCMV

positiva e os “primers” da regido gH (tabela 06) para um total de 40,0 nl da reagio.

39



Caswtstica ¢ Meétodos
4.5.2. Detecgio:
Cerca de 7,0 ul do produto amplificado foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 2,0%

corado com brometo de etidio, visualizado sob luz ultravioleta e fotografado em sistema Polaroyd.

4.5.3. Andlise de Restrigdo (PCR-RFLP — “Restriction Fragment Length Polymorphism™):

Apés confirmagio da amplificagfio, os produtos da gB e gH foram digeridos com enzimas de
restri¢io para a determinagdio das linhagens de HCMV (CHOU er al., 1990). Utilizamos as enzimas
Hinf1e Rsa |, para a clivagem da regido gB (quadro 01}, e Hha 1 para a regido gH.

Cerca de 10,0 ul do produto amplificado foi utilizado para a execugfio da reagio de digestio,
que continha também, 2,0 pl do tampdo da enzima e 0,5 pl da enzima correspondente. Agua
deionizada e estéril foi adicionada para completar 20,0 ul e a mistura foi conduzida ao banho-maria a
37°C por no minimo 2 horas, até overnight.

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

As diferentes linhagens de HCMV apresentam padrdes de digestdo caracteristicos (CHOU ef

al., 1990), que sdo levados em consideragio para a distingdo entre os tipos de HCMV estudados.

UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRA}.
SECAO CIRCULANTF
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Quadro 01: Padrio de digestdo para a glicoproteina B de Citomegalovirus Humano utilizando-se as

enzimas Rsa | e Hinf 1.

4.6. SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism):

O meétodo de SSCP foi utilizado para comparag¢do do padrio eletroforético obtido através da

analise com enzimas de restrigio e o padrdo resultante do polimorfismo de conformacio das 4

linhagens ja descritas.

O produto da “Nested-PCR” para a gB foi diluido 1/4 em uma solugio contendo 95% de

formamida, EDTA 10mM (pH 8,0), 0,1% de azul de bromofenol e 0,1 % de xileno cianol. Essa

mistura foi desnaturada por 5 minutos a 94 °C e 1,0 pl foi submetido & eletroforese no sistema

automgtico “Phastsystem® Pharmacia” (Pharmacia, Uppsala, Suécia). A corrida eletroforética foi

desenvolvida em gel homogéneo de poliacrilamida a 20% (43 mm x 50 mm x 0,45 mm), em tampéo

acetato e Tris 0,112 M, pH 6,5, utilizando-se o tamp&o L-Alanina 0,88M, Tris 0,25 M, pH 8.8 em 3%

de agarose para isoeletrofocalizagfo.
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As condi¢Bes de corrida foram: Pré-corrida — 150 V, 10,0 mA, 5,0 W, 15 °C, 10 V/h:

Aplicagdo das amostras — 500 V, 10,0 mA, 5,0 W, 15 °C, 2 V/h e Corrida — 340 V, 10,0 mA, 5,0 W,

15 °C, até 650 V/h.

Os fragmentos de DNA foram visualizados apds coloragio do gel com nitrato de prata em

programa automatico, nas condigSes descritas a seguir:

1.

2.

~
2.

8.

9.

Acido tricloroacético a 20% por 5 minutos a 20 °C
Glutaraldeido a 5% por 5 minutos a 50 °C

Agua destilada por 2 minutos a 50 °C

. Agua destilada por 2 minutos a 50 °C
. Nitrato de prata a 0,4% por & minutos a 40 °C

. Agua destilada por 30 segundos a 30 °C

Agua destilada por 30 segundos a 30 °C
Carbonato de sédio a 5%, formaldeido 0,0375% por 1,0 minuto a 30 °C

Carbonato de sédio a 5%, formatdeido 0,0375% por 5 minutos a 30 °C

10. Acido acético a 5% por 2 minutos a 50 °C

11. Glicerol a 13% por 3 minutos a 50 °C

4.7. Quantificacdo do DNA de HCMV;

Dois procedimentos para a determinago da carga viral foram testados. Um determina a carga

viral do HCMV presente nos pacientes imunocomprometidos estudados através de um kit de detecgio

quantitativa do DNA de HCMYV pelo método de CAPTURA HIBRIDA® da Digene e o outro método

¢ baseado na PCR - diluigdo limitante. Dada a importdncia da determinacio da carga viral em

pacientes imunocomprometidos, este estudo avatiou principalmente a aplicabilidade dos métodos para

posterior utilizagio em laboratorio de rotina, no monitoramento dos pacientes.
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Casuistiea ¢ Métodos
4.7.1. Captura Hibrida DIGENE®

Para esse kit, o material para andlise passa por 5 procedimentos basicos: desnaturacio,
hibridag&o, captura dos hibridos, rea¢o dos hibridos com o conjugado e detecgiio dos hibridos por
quimioluminescéncia. Reagindo com sonda especifica, o material para analise forma hibridos de
RNA'DNA que sdo capturados por anticorpos. A seguir, os hibridos imobilizados reagem com
anticorpos especificos conjugados a fosfatase alcalina que ira agir sobre o substrato, produzindo luz
de intensidade variavel (diretamente correlacionada com a carga viral) medida no quimiolumindmetro
(manual do kit para captura hibrida DIGENE™).

Para isso, cerca de 4,0 ml de sangue total foram coletados de 30 pacientes imunossuprimidos
em seguimento no HC/UNICAMP (z 3 amostras, com espagamento de pelo menos uma semana entre
elas, totalizando 93 amostras), adicionando-se a elas 10,0 ml de tampdo de lise (kit). Apés agitar-se
essa mistura, incubou-se por 15 minutos a 20-25°C. A mistura foi centrifugada a 1000 x g por 15
minutos ¢ o sobrenadante foi descartado. O pellet obtido foi ressuspendido em 1,5 ml do tampéo de
lise, agitando-se a mistura e incubando-a por 10 minutos a 20-25° C. Essa mistura também foi
centrifugada a 1000 x g por 10 minutos e o sobrenadante foi descartado. O material precipitado foi
estocado até a data do procedimento, a -20°C (até 10 semanas).

A etapa seguinte consistiu na desnaturagio das amostras. Adicionamos em cada tubo de
hibrida¢do contendo a amostra, 75,0 pl do diluente da amostra e 50,0 ul do reagente desnaturante
(NaOH 1,75N). As amostras foram ressuspendidas ¢ os reagentes bem misturados, para isso, a estante
com os tubos foram homogeneizados a 1100 rpm durante 5 minutos em um agitador. A seguir, foram
incubados em banho-maria a 70°C por 25 minutos. Transferimos cerca de 150,0 ul da amostra
desnaturada para novos tubos de hibridagio (para minimizar resultados falsos-positivo ou resultados

equivocos) € incubamos novamente a 70°C por 25 minutos.
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A proxima etapa ¢ da hibridagdo. Em cada tubo de hibridagio, contendo a amostra
desnaturada, foi adicionado 50,0 pl da solugdo com a sonda do CMV. A mistura foi homogencizada e
a seguir a estante foi colocada no agitador por 5 minutos a uma rotagio de 1100 rpm. Foi observada
alteragdo na coloragfo da reago, de lilds a amarelo; pode haver variagiio na tonalidade do amarelo,
dependendo da amostra. Os tubos foram, entdo, incubados a 70°C em banho-maria, por cerca de 2
horas.

Seguiu-se, entdo, a captura hibrida. Apos a retirada do banho-maria, os tubos permaneceram
em temperatura ambiente por aproximadamente 5 minutos para resfriar. As amostras foram
removidas para os tubos de captura e posteriormente levadas ao agitador durante 1 hora a 1100 rpm, é
nesta etapa que ocorre a hibridagdio do DNA:RNA com o anticorpo especifico. Ao final de 1 hora de
homogeneizagao, a solugéo foi descartada e o excesso eliminado por papel absorvente.

Em cada tubo de captura foi adicionado 250,0 ul do reagente 1 para deteccio. Os tubos foram
homogeneizados mamualmente, com cuidado, em todas as diregSes e permaneceram em repouso, a
temperatura ambiente, por ¢erca de 30 minutos.

A etapa postertor € denominada lavagem. Os reagentes contidos nos tubos foram descartados e
0 excesso eliminado com o auxilio de papel absorvente. A seguir foram lavados, por 5 vezes, com o
tampdo de lavagem e ao final, batidos firmemente sobre papel absorvente por 2 ou 3 vezes. Os tubos
permaneceram sobre o papel absorvente por 5 minutos para a secagem.

O ultimo passo ¢ a geragdio do sinal. Foi adicionado ao tubo de captura 250,0 pl do reagente 2
e incubados no escuro por 30 minutos. Finalmente fez-se a leitura em lumindmetro.

Foram utilizados 3 calibradores negativos e 3 positivos, além do branco, que foi um tubo

contendo apenas o reagente de detecgio 2.
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4.7.2. Dilui¢do Limitante

A metodologia de diluigdo limitante seguiu o protocolo proposte por CABALLERO et al.,
1999. E baseada na quantificagio do DNA do HCMYV através de um PCR simples, semi-quantitativo
a partir de amostras previamente diluidas.

Apds a obtengiio do DNA através do procedimento de extragdo previamente descrito, a
concentragdo da amostra foi estimada pela compara¢fo com um marcador de massa molecular, High
DNA Mass Ladder {(Gibco-BRL, Gaithersburg, MD, USA). As amostras ¢ o marcador foram
submetidos simultaneamente a eletroforese em gel de agarose a 1,5%, corado com brometo de etidio.
Foram aplicados no gel, 2,0 ul do marcador (que correspondem as bandas de 10, 20, 30, 40, 60 e 100
ng de DNA) e o mesmo volume de cada amostra. A banda da amostra foi comparada com o marcador
e de acordo com a intensidade correspondente, obtivemos o valor aproximado da concentracio de
DNA na amostra. Foi considerado que cada célula possui 6 pg de DNA (CABALLERO ez al., 1999).

Para a dilui¢do limitante, 5,0 ul de cada amostra de DNA foi diluida em igual volume de agua,
e subseqiientemente diluigdes seriadas, multiplas de 2 foram executadas em agua. A partir das
amostras diluidas é que foi feita a PCR.

A reagfio da PCR para um volume final de 30,0 pl continha: 10% do volume total da reacio de
buffer (50 mM de cloreto de potéssio, 10 mM de Tris-HC1 (pH 8,4)), 2,0 mM de cloreto de magnésio
12,5 pmol de cada “primer” que amplifica um fragmento do gene LA do HCMYV (“late antigen™, 136
pb), 200 mM de cada desoxirribonucleotideo (dATP, dCTP, dGTP e dTTP) ¢ 2,5 unidades de Taq

DNA polimerase (Gibco-BRL, Gaithersburg, MD, USA).
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Tabela 07: Sequéncia dos “primers” utilizados para a amplificagio do gene “Late Antigen” do

Citomegalovirus Humano.

M

Nome Seqiiéncia Sentido

e R RTIIRIR RRERRRRjRRRIIj[D
LA 1 YCGCAACCTGGTGCCCATGG? “sense”
LA2 * CGTTTGGGTTGCGCAGCGGG ™ “antisense”

T T —
“Primers” descritos por CABALLEROQ et al., 1997.

Trinta ciclos foram realizados automaticamente em termociclador Robocycler 40
(Stratagene).O programa foi precedido pela desnaturagio inicial a 95°C durante 3 minutos e seguidos
pela extensio final a 72°C durante 3 minutos.

A reacio foi submetida ao seguinte ciclo

¢ Desnaturagdo: 95°C — 40 segundos;
¢ Aneclamento: 64°C - 45 segundos;
» Extensdo; 72°C — 55 minutos.

Foram aplicados 4,0 ul das amostras em gel de poliacrilamida 8,0% usando uma cuba
eletroforética vertical (Hoefer). Em seguida, o gel foi submetido ao seguinte tratamento para
visualizagdo do produto amplificado:

» Solugdo de Fixagdo: durante 5 minutos.

30,0 ml de Alcoot Etilico

1,5 ml de Acido Acético

Completar para 300,0 ml de dH,O
> Solugdo Corante: durante 5 minutos.

0,4 g de Nitrato de Prata

Completar para 200,0 mi de dH,O

» Lavagem por 2 vezes, durante 10 segundos cada, com dH,0O.
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> Solugdo Reveladora: durante 5 minutos.
4.5 g de Hidroxido de Sodio
2,0 ml de formaldeido
Completar para 200,0 mi de dH,O.
» Apos o item anterior, voltar o gel para a Solugio Fixadora e deixar overnight em geladeira.
» Secar o gel no dia seguinte.
O passo seguinte foi calcular o nimero de leucocitos equivalentes & quantidade de DNA utilizada
na PCR, partindo do principio que 1 célula contém 6 pg de DNA (CABALLERO ef al., 1999). Para

estimar o nimero de genomas virais por 10° leuccitos, utilizamos a seguinte equagio:

Titulo da Gltima amplificagio consecutiva X 10°

N° de genomas virais/10° leucocitos =
n° de células da amostra

4.8. Seqiienciamento do fragmento de DNA amplificado:

O método de seqiienciamento direto descrito por “Sanger” foi utilizado para a confirmacio das
linhagens resultantes da amplificagdo e posterior anélise de restrigio. Para a realizagio do
seqiienciamento foi utilizado o “Thermo Sequenase Radiolabeled Terminator Cycle Sequencing Kit”

{Amersham Life Science, Cleveland, Ohio 44128, USA).

4.8.1. Purificacio:

Esta etapa ¢ exigida pois garante a remogio de oliginucleotideos e INTPs que podem interferir
na reagdo de seqitenciamento. Cerca de 5,0 ul do produto amplificado foi purificado com 1 U de
Fosfatase alcalina e 1,0 ul de Exonuclease (1U/ul), a 37°C, durante 15 minutos e posteriormente o

material foi mantido a 80°C durante mais 15 minutos em termociclador automatico.
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4.8.2. Reacio de Terminacgio:
Para cada reacdo de terminagfo, 2,0ul de dGTP Master Mix (7,5uM dATP, dGTP, dCTP,
dTTP) foram utilizados com o produto amplificado purificado, acrescidos de 1,2 pmols do “primer” e

0,5ul de [a*PJddATP (Du Pont).

4.8.3. Reagfio de Seqilienciamento:

A etapa seguinte conmsistiu na reagfio de seqiienciamento propriamente dita com: 2,0ul de
tampdo de reagdo (260 mM Tris-HCI, pH 9,5; 65mM MgClp), 2,0 ul do produto da amplificagio
purificado, 1,0 pl de “primer” marcado, 2,0 ul de Thermo Sequenase DNA polimerase e 13,0 pl de
dH;0. Um volume de 4,5 pl da reagdo de seqiienciamento + 2,5 pl do produto da reagiio de
terminagdo + 1 gota de oleo mineral, serfio submetidos ao seguinte programa em termociclador
Robocycler 40 (Stratagene): 95°C durante 30 segundos, 59°C durante 30 segundos e 72°C durante 1
minuto, perfazendo um total de 35 ciclos. Apds esta reagio de seqiienciamento, foi adicionada a cada
amostra, 4,0 ul da solugio Stop (95% formamida, EDTA 20 mM, 0,05% de azul de bromofenol e

0,05% de xileno cianol).

4.8.4. Eletroforese em gel desnaturante:

A corrida eletroforética foi realizada em gel de poliacrilamida a 6% na propor¢io de 19:1
acrilamida/bis acrilamida, em tampéo de corrida TTE (Tris 72mM, pH8,0, Taurina 24 mM, EDTA 0.4
mM), uréia 7 M, persulfato de amdnio a 10% (APS) e 0,04% de TEMED. O gel foi preparado em
placas de dimensdes 38 ¢cm X 50 cm com espagadores de 0,4 mm de espessura e de gradiente de

espessura com 0,25 mm até 0,4 mm.
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Para a separagdo dos fragmentos marcados radioativamente, o gel fot submetido a uma corrida

eletroforética com poténeia constante de 90W, com prévio aquecimento do sistema de eletroforese
por cerca de 1 hora.

Foram aplicados 4,0 pl de cada amostra previamente desnaturadas durante 5 minutos a 94°C.

A corrida durou cerca de 3 horas ¢ a seguir o gel foi transferido para um papel de filtro 3mm e levado

a secadora de gel a vacuo (Bio-Rad) durante 2 horas a 80°C. O gel foi mantido em contato com um

filme de raio-X, temperatura ambiente, overnight. Em seguida foi revelado e a leitura foi comparada

Amostras das seqié€ncias obtidas para os subtipos gB1-gB4 foram alinhadas manualmente

{Quadro 02).

4.9. Teste Estatistico

Testes estatisticos (Qui-quadrado e o teste exato de Fisher) foram aplicados nas amostras
genotipadas afim de se determinar a prevaléncia de determinado subtipo de HCMV na populagio
imunossuprimida/imunocompetente em geral, bem como nos grupos individualizados. Ainda, para

demonstrar se houve significincia na relagfo linhagem/quadro clinico entre os grupos.
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5. RESULTADOS

5.1. Padronizacdo da “Nested-PCR” para amplificacio da gB

Foram vérias as tentativas para amplificago do fragmento a ser utilizado posteriormente na
analise de restrico. As condi¢des sugeridas por CHOU (1990) e CHOU & DENNISON (1992) néo
puderam ser reproduzidas no laboratério, necessitando padronizagiio desde as concentragdes dos
reagentes usados na reago, até para ciclo de amplificacfio.

Assim, optamos pela “Nested-PCR”, que além de purificar a amplificagfio em casos de bandas
inespecificas (a banda inespecifica diminui consideravelmente sua intensidade ou desaparece) devido
ao aumento da especificidade, a concentragiio do fragmento alvo em amostras com baixa viremia &
elevada com a utilizagio deste método, pois a sensibilidade também ¢ aumentada e o fragmento pode
ser visualizado em gel de agarose corado com brometo de etidio.

Padronizamos um novo conjunto de “primers” para a obtengdo do produto de 300 pb
amplificados através da “Nested-PCR™ para uma regido variavel da glicoproteina B (Figura 05).
Foram utilizadas 3 seqliéncias de oligonucleotideos 2 das quais (gB 1319 e gB 1604) descritas por
CHOU (1990) e I (gB 1659) utilizada por VOGELBERG et al. (1996) e posteriormente por MEYER-
KONIG et al. (1998).

Esse novo conjunto de “primers” possibilitou a identificacio dos subtipos de HCMV através
da andlise de restriciio com as enzimas Rsa I e Hinf I, metodologia descrita por CHOU (1990), com a
vantagem dos fragmentos serem visualizados em gel de agarose.

Mesmo com a alta sensibilidade e especificidade da “Nested-PCR”, muitas amostras HCMV-
positivas do banco de DNA do “Laboratorio de Diagnéstico de Doengas Infecciosas por Técnicas de
Biologia Molecular” nfic puderam ser amplificadas, muitas das quais eram aliquotas de urina. Sabe-

50



Rerwiltader
se, no entanto, que algumas substincias presentes nestas amostras podem inibir a PCR, inclusive
componentes de medicamentos utilizados pelos pacientes na época da coleta.

Outro fato é a degradagcfio do DNA quando estocados por periodos prolongados, ¢ sio
submetidos a ciclos de congelamento e descongelamento. E sugerido que o pellet de leucécitos seja
armazenado em lugar do DNA ja extraido, e aliquota do material seja extraida quando da sua
utilizagdo.

Ainda assim conseguimos amplificar, em condi¢des para posterior tipagem, 122 amostras
clinicas, sendo 91 de sangue e 31 de urina, armazenadas desde novembro de 1995.

A tabela 01 (Apéndice) descreve a casuistica estudada; grupo de pacientes, idade, quadro

clinico, linhagem e relevancia da infeccéio na época da coleta.
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Figura 05 — Amplificagdo de 300 pb do DNA do HCMV com os “primers” gB1319 ¢ gB1604

(produto da “Nested-PCR”). Eletroforese em gel de agarose 2,0% corado com brometo de etidio.

Legenda referente a figura 05:

M — marcador de peso molecular (Ladder 100 pb; Gibco-BRL, USA)
C" - controle positivo para a reagdo (cépa AD169);

1 e2 - PCR positivo para amostras de urina;

3 e 4 - PCR positivo para amostras de sangue periférico;

C - paciente sabidamente negativo para a presenga do virus;

B — branco de reagdo (H0).
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5.2. Genotipagem do HCMV através da gB

5.2.1. Andlise de Restricdo (PCR-RFLP — “Restriction Fragment Length Polymorphism™)

A partir do produto da “Nested-PCR”, a anélise de restrigdo foi de facil padronizagdo. Outra
vantagem da metodologia utilizada na amplificagdo, ¢ que os fragmentos de menor peso molecular,
produtos da digestdo, podem ser visualizados em gel de agarose corado com brometo de etideo.
Utilizamos uma agarose de maior densidade, ideal para fragmentos pequenos (Agarose 1000, Gibco-
BRL, USA) que possibilitou a caracterizagdo dos subtipos. Pudemos identificar na populagdo
imunocomprometida analisada, os 4 subtipos principais de HCMV descritos na literatura (Figura 05)
além de caracterizar casos de mistura de cépas em 4 amostras.

Além disso, pudemos analisar a freqiiéncia dos subtipos de HCMV nas diferentes populagdes
estudadas e observar a prevaléncia do genotipo gB2 em praticamente todos os grupos de pacientes

imunocomprometidos, com excegdo dos transplantados hepaticos (gB3) (Grdfico 01).

Congénitos HIV T™MO Tx. Tx. Renal Outros
Hepitico

OgB1 HgB2 OgB3 OgB4 B Mistura

Grdfico 01: Freqiiéncia dos subtipos de HCMV por grupo de pacientes.
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Apesar da pequena amostragem por grupo de pacientes, o subtipo gB2 foi demonstrado ser
prevalente na populagio imunocomprometida da regiio de Campinas/SP. Ainda em relagdo ao grafico
1, notamos que os subtipos gB1 e gB3 estdo bem representados em nossa populagdo, e que o genotipo
gB4 e mistura de subtipos apareceram raramente em nossa casuistica.

A seguir, analisando os prontudrios, conseguimos estabelecer caracteristicas descritivas da
gravidade na apresentagdo clinica do paciente e designar uma simbologia para determinar essa relacéo
(Tabela 08), ¢ entdo determinar a freqiiéncia dos graus de manifestagdo clinica nas diversas

populagdes imunocomprometidas.

Tabela 08: Principais manifestagdes clinicas observadas nos prontuérios dos pacientes.

M

Gravidade Quadro Clinico (Prontudrios)

e e (S S Y SRS e, ST T

i Esofagite, Coriorretinite, Hepatite, Enterite, Pneumonia, Pancreatite, Neurotoxo, Encefalite,

Rejeigdo ou Perda do Enxerto - Comprovagdo através de biopsia, citologia, cultura, PCR, Atg.

Febre, Anemia, Diarréia, Quadro suspeito de Infec¢do por CMV mas sem comprovagéo,

Melhora pos tratamento com Ganciclovir, Co-infec¢do com outros patdgenos.

CMV assintomatico no periodo de coleta da amostra. Outros patgenos como causa principal

na apresentagio clinica: HIV, HAV, HBV, HCV, HSV, sifilis, pneumonia bacteriana.

W
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Grdfico 02: Gravidade das manifestagdes clinicas por grupo de pacientes.

De maneira geral, a infec¢do por HCMV contribuiu para a gravidade na manifestagéo clinica,
como agente principal ou secundario (Grdfico 02), em todos os grupos de pacientes estudados, tendo
uma relevincia, um pouco maior, em pacientes infectados congenitamente pelo virus € no grupo de
pacientes HIV positivos. Parece que, em nossa casuistica, os pacientes que foram infectados com
HCMV dos genotipos gB3, gB4 e mistura de cépas, evoluiram para um quadro clinico menos

favoravel, mas que devido a pequena amostragem néo pode ser avaliado estatisticamente.

gBI gB2 gB3 gB4 M istura

&+ m=+ - @ND
Grdfico 03: Gravidade das manifestagdes clinicas por subtipo de HCMV.
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239 202 239 202 195 202 195 202
66 67 63 100 63 97 66 67
36 41 44 36

Figura 06 - Padries de digestdo (gB) encontrados para as amostras analisadas. Eletroforese

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

Legenda referente a figura 06:

M — marcador de peso molecular (Ladder 100 pb; Gibco-BRL, USA)
r — padrdo de digestdo para a enzima Rsal,

h — padréo de digestao para a enzima Hinfl.

Obs: Na foto estdo representados os grupos 1, 2, 3 e 4 respectivamente.



Resultadas

239 202
195 97
66(63) 67
41 36

Figura 07 - Padrio de digestdo (gB) encontrado para a amostra com mistura de linhagens.

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

Legenda referente a figura 07:

M — marcador de peso molecular (Ladder 100 pb; Gibco-BRL, USA)
r — padrdo de digestdo para a enzima Rsal;

h — padrdo de digestao para a enzima Hinfl.
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5.2.2. SSCP (“Single Strand Conformation Polymorphism™)

A SSCP tém sido utilizada como uma importante ferramenta na caracterizagdo molecular de
viroses. Em seu estudo com gB de HCMV, BINDER et al. (1999) utilizaram a SSCP radioativa afim
de detectar alteracdes conformacionais no padréo eletroforético do fragmento alvo.

A padronizag¢do da SSCP ndo-radioativa foi um primeiro passo para poder caracterizar melhor
os subtipos de HCMV, ja que alteragdes em sitios que ndo aqueles reconhecidos por enzimas de
restricio podem significar novas variantes virais que ndo podem ser detectadas pela técnica de PCR-
RFLP.

Nio pudemos avaliar a importéncia desta metodologia para o estudo de genotipagem, mas
certamente trata-se de uma poderosa ferramenta que podera ser utilizada para a caracterizagdo

molecular dos subtipos virais.
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AD169 gB1 gB2 gB3  gB4 Mistura de cépas

Figura 08 - Padrdes eletroforéticos de polimorfismo de conformagdo (SSCP) para as
amostras dos genotipos gB1 — gB4 analisadas em gel de poliacrilamida 20,0% corado com

nitrato de prata.

Legenda referente a figura 08:

gB1 - Padrio eletroforético para linhagem gB1 de CMV determinada por RFLP;
gB2 - Padrio eletroforético para linhagem gB2 de CMV determinada por RFLP;
gB3 - Padrio eletroforético para linhagem gB3 de CMV determinada por RFLP;

gB4 - Padrio eletroforético para linhagem gB4 de CMV determinada por RFLP.
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5.3. Padronizacio da PCR e PCR-RFLP para gH

Como descrito para gB, as condi¢des de reagdo sugeridas por CHOU (1990) e CHOU &
DENNISON (1992) para amplificagio do fragmento alvo da glicoproteina H do CMV também néo
puderam ser reproduzidas em laboratério, necessitando padronizagdo desde as concentragoes dos
reagentes usados na reago, até para ciclo de amplificagdo.

No entanto, ao contrario da gB, as condi¢des padronizadas aqui produziram um fragmento
gendmico suficientemente bom para que, ap6s o tratamento de restrigdo, os produtos resultantes
pudessem ser visualizados em gel de agarose corado com brometo de etidio.

De acordo com alguns pesquisadores (FRIES ef al., 1994; SHEPP et al., 1996; BONGARTS
et al., 1996) a regido estudada da gH ¢ menos varidvel que a gB e sua eficiéncia como parametro de
disting@o entre as linhagens ¢ menor. Além disso, demonstraram que a distribuigdo dos genotipos gH
era praticamente igual em pacientes HCMV-assintomaticos e sintomaticos, indicando que o gene em
questiio ndo estaria relacionado com manifestagdes clinicas especificas.

Foram estudados 28 pacientes para a regido variavel da glicoproteina H, e na corrida em gel de
agarose 1000 2,0 % (Gibco-BRL) ndo foi possivel fazer a distingdo entre as linhagens, sendo portanto

descartado o estudo desta regido, o que ndo compromete o trabalho.
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Resultadas

M pl hal p2 ha2 p3 ha3

215 pb

Figura 09 — Amplificagdo de 215 pb do DNA do HCMV com os “primers” gH172 e gH203
e padrdes de digestdo (gH) encontrados para as amostras analisadas. Eletroforese em gel de

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

Legenda referente a figura 09:

M — marcador de peso molecular (Ladder 100 pb; Gibco-BRL, USA)

p — PCR da amostra analisada;

ha — padréo de digestao para a enzima Hhal.

Obs: Na foto estdo representados os grupos 1, 2 e 3 (gB) respectivamente.
UNICAMP

BIBLIOTECA CENTRAL
SECAQ CIRCULANTF
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Resalcios

5.4. Seqiienciamento

No inicio do trabalho, algumas amostras amplificadas pela “Nested-PCR” para a regido
variavel da glicoproteina B foram seqiienciadas, afim de se comprovar que o produto visualizado em
gel pertencia a regido alvo do CMV humano.

Os resultados obtidos através do seqiienciamento direto descrito por SANGER, NIKLEN &
COULSON (1977), foram comparados com as seqiiéncias disponiveis para o virus no GENBANK,
acessos M64937 a M64974 (LEHNER, STAMMINGER & MACH, 1991).

Posteriormente, uma amostra de cada subtipo, determinado neste estudo, foi seqiienciada e

comparadas entre si para a verificagdo dos sitios de maior varia¢do entre elas.
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Figura 10 — Seqiienciamento direto de um fragmento (cerca de 40 pb) de grande
variabilidade no gene da glicoproteina B entre as linhagens. Confirmagdo da seqiiéncia

amplificada.

Legenda referente a figura 10:

I — Seqiienciamento da amostra de um paciente, padrdo gB2 por RFLP,
IT - Seqiienciamento do C+ (Cépa AD169) sabidamente padrdo gB2 por RFLP;

III - Seqiienciamento da amostra de um paciente, padrdo gB3 por RFLP;

Obs: Notar a semelhanga, quase que total, entre os nucleotideos de I e IL.

Comparando-se II e III, € percebido um namero maior de alteragdes, dai a

classificagao em outro grupo.
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Resnltados

5.5. Quantificagio: Captura Hibrida DIGENE™.

Para a avaliagdo quantitativa do DNA do HCMV através do Sistema de Captura Hibrida
DIGENE®™, 93 amostras de 30 pacientes imunossuprimidos em seguimento no HC/UNICAMP foram
testadas.

O kit, especifico para HCMV, produz resultados quantitativos diretos da viremia sem a
necessidade da contagem de células através da microscopia e o tempo de processamento das amostras
¢ mais flexivel pois ndo depende da viabilidade dos virus.

A Captura Hibrida € considerada hoje um teste diagnostico promissor e eficaz, pela sua
facilidade de uso, rapidez de resultados, alta sensibilidade e especificidade além da comprovada
correlagao clinica.

A populagdo analisada foi, na sua maioria, transplantados de medula Ossea e que tém
contagem de leucocitos reduzida no periodo da intervengdo, o que pode ser um fator limitante da
utilizagdo do método. Outro fator que pode influenciar a interpretagdo dos resultados ¢ o tempo de
estoque do pellet (que deve ser armazenado a —20°C até um periodo de 10 semanas).

A tabela 02 (Apéndice) discrimina a casuistica estudada para esta metodologia.

A interpretacdo dos resultados dependem, em primeiro lugar, da validagdo do teste, através
dos calibradores positivos e negativos, que para o método quantitativo foram feitos em triplicata. O
valor do calibrador negativo deve ser menor ou igual a 12.000 RLU (unidade de luz relativa). Os
calibradores positivos 1, 2 e 3 possuem o numero determinado de cOpias em pg/ml: 2.1; 41,5; 830,

respectivamente.
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Resultadas

Outros pardmetros para a validagdo do teste sdo os seguintes:

Teste de Quantificagio Onde:
. CP1 - Calibrador Positivo 1

CP2 - Calibrador Positivo 2

200,0 = CP2 ;(/ CN HX >10,0 CP3 - Calibrador Positivo 3
CN - Calibrador Negativo

10,0 > CP1 x/CN x > 1,5

1200.0 > CP3 x/CN x >100.0

O valor HCMYV positivo de corte € 2 vezes CN X.
Os valores impressos durante a leitura em quimiolumindmetro foram:

Cutoff: 3479 X 2 = 6958

CP1 )E/ CN X 9340 + 3479 = 2,68

CP2X/CNX = 74323 + 3479 = 21,36

CP3X/CNX = 1075017 + 3479 = 309,00

Interpretagdo dos resultados:
X =RLU / cutoff
X = 1: indica amostra positiva
0,75 < X > 1: resultado inconclusivo
X £0,75: indica amostra negativa
Para determinar a concentragdo atual de HCMV na amostra, o nimero de genomas
equivalentes detectado deve ser calculado da concentragdo de DNA complementar lida no
luminémetro em pg/ml utilizando-se a seguinte equagdo que relaciona a concentra¢gdo do DNA
detectado ao nimero equivalente de genoma do HCMV, sabendo-se que em 41,5 pg/ml = 1 X 10°

genomas/amostra, temos: 2410 genoma-ml/pg-amostra.
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Resuitados

Genomas do HCMV por amostra = concentragdo de DNA do HCMV (impressa em pg/ml)

Genomas do HCMV Concentragdo de DNA do 2410 genoma-ml /
por amostra HCMV (impressa em pg/ml) pg-amostra.

Utilizamos a equagdo para todas as amostras testadas. A aplicacdo da metodologia foi
demonstrada com a amostra de EPS, que foi positiva para a presengca do HCMV.
» A concentragdo de DNA do HCMV foi de 1,954 pg/ml
» A URL foi de 8941, valor maior que o cutoff (6958); a relacdo entre os 2 valores = 1,28,
que afirma a positividade do CMV para a amostra

» Aplicagdo da equagdo:

Genomas do CMV

na amostra de EPS = 1,954 X 2410 =4709,14 genomas/amostra

» A amostra inicial continha 3,5 ml de sangue total, entdo a concentracdo do CMV na

amostra foi:
Concentragdo do CMV =4709,14 genomas/amostra + 3,5 ml/amostra

Concentracio do CMV na amostra de EPS = 1345,46 genomas de CMV/ml

Em nossa casuistica, apenas 9 amostras foram positivas para o HCMV. Levamos em

consideragdo o fato de que muitas amostras apresentaram numero de leucocitos abaixo do
recomendado (5.0 K/ul) para a realizacdo de um teste confiavel. Além disso, algumas amostras
permaneceram estocadas por um periodo superior a 10 semanas, o que pode ter influenciado em

nossos resultados.
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Reswitados

Tabela 09: Resumo dos resultados obtidos com as metodologias PCR, Antigenemia e Captura

Hibrida para o grupo de pacientes estudados:

Metodologias
Resultados PCR Antigenemia Captura Hibrida
+ 27 14 9
= 63 71 80
? 3 8 4
Total de Pacientes Avaliados = 93

O grafico 04 demonstra em porcentagem, a relagdo de concordancia entre os resultados de

PCR e Antigenemia com a metodologia de Captura Hibrida.

100

% concorddncia

- - N C

Resultados em relagdo a CH

O PCR DAntigenemia

Grifico 04: Relagio de resultados entre PCR e Antigenemia vs Captura Hibrida.
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Nossos resultados demonstram cerca de 77% e 74% de concordancia entre resultados da PCR
em relagdo a metodologia de Captura Hibrida positiva e negativa, respectivamente. Por outro lado. a
técnica de Antigenemia forneceu apenas 23% de resultados compativeis a Captura Hibrida positiva,
enquanto para resultados negativos, a concordancia se aproxima aos 80%. Vale ressaltar, que algumas
amostras (3) nio puderam ser avaliadas pela Antigenemia. Além disso, observamos que os resultados
nio concordantes (NC) das metodologias PCR e Antigenemia, em relagdo a Captura Hibrida, foram

semelhantes (cerca de 20%).

5.6. Quantificagdo: Dilui¢do Limitante

A diluigdo limitante ¢ uma técnica semi-quantitavia para avaliagdo da carga viral em amostras
de pacientes HCMV-positivos. E uma técnica relativamente simples, de implantagdo viavel e com
baixo custo em qualquer laboratério de Biologia Molecular.

No entanto, poucas amostras foram testadas para esta metodologia ndo sendo possivel fazer
qualquer tipo de analise. A padronizagdo desta técnica foi pertinente pois pudemos verificar sua
utilizacio em amostras retrospectivas, o que nao acontece quando aplicamos uma metodologia de

quantificagdo viral através de kits comerciais.
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Figura 11 — Amplificagdo de 136 pb do DNA do HCMV com os “primers” LAl e LA2,

derivados da dilui¢do limitante multipla de 2 de uma amostra HCMV-positiva e cujo o ultimo

titulo foi 128. Visualizag¢do em gel de acrilamida 8,0% corado com nitrato de prata.

Legenda referente a figura 11:

M — marcador de peso molecular (Ladder 100 pb; Gibco-BRL, USA)

1 a 256 - Titulos em que as amostras de DNA foram diluidas para o processamento
da PCR.

B — branco de reagao (H20).
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5.7. Resultados Estatisticos para a Genotipagem

Afim de se verificar a existéncia de associagdo entre os grupos de pacientes estudados com
relagio 4 gravidade do quadro clinico e linhagem do HCMV presente no paciente, utilizamos o teste
estatistico Qui-quadrado. Como os valores esperados foram menores que 5, utilizamos o teste exato
de Fisher, sendo considerado significativa a associagdo quando o valor p< 0,05.

Foram analisados amostras de um total de 104 pacientes, distribuides da seguinte forma:

Tabela 10: Freqliéncia de cada grupo de pacientes em relagio a populagéo estudada.

GRUPOS Freqitacin % Acomuiada  Acumulada
HIV 25 245 25 245
Transplante Hepatico 13 127 38 37,3
Transplante Renal 12 11,8 50 49,0
Transplanie de Medula Ossea 28 27,5 78 76.5
Congénitos 15 14,7 93 91,2
Outros 9 88 102 100,0

Obs: 2 pacientes ndo puderam ser avaliados devido a origem indeterminada da amostra.

Estudamos 122 amostras bioldgicas de pacientes imunocomprometidos acompanhados no HC-
UNICAMP, de modo que 91 eram de DNA extraido de sangue periférico, e 31 de urina. A seguinte

tabela discrimina a freqiiéncia dos subtipos em relagdo ao tipo de amostra.

Tabela 11; Freqiiéncia das linhagens de CMV para as amostras de sangue dos pacientes avaliados.

Linhagens Freqiiéncia % i;f.ﬂfﬁ.c&: Acuz:lada
2Bl 20 22,0 20 22,0
oB1gB3 1 1.1 21 23.1
o8 44 484 65 714
oB2eB3 3 3.3 68 74,7
oB3 21 23,1 39 97,8
0B 2 2.1 93 100,0

71



Resaflgdon

Tabela 12: Freqiéncia das linhagens de CMV para as amostras de urina dos pacientes avaliados.

M

Linhagens Freqiiéncia % i‘;f.ﬂisi:ﬁ:: % Acumulada
gB1 9 29,0 9 29,0
gB2 14 45,2 23 74.2
gB2gB3 1 3,2 24 77,4
gB3 5 16,1 29 93,5
gB4 2 6,5 31 100,0

M

As amostras também foram avaliadas quanto & importancia da infecgfio pelo Citomegalovirus
no periodo de coleta. Foram analisadas 92 amostras, 12 prontuarios néio puderam ser consultados e a

tabela a seguir demonstra os resultados encontrados:

Tabela 13: Importéncia da infecglio pelo HCMV em pacientes imunocomprometidos.

]

Freqiiéncia % Acumulada

O 25 272 25 272
) 12 34,8 57 62,0
) 35 38,0 92 100,0

e

A avaliagio dos grupos separadamente é relevante para comparagfo com outros grupos de
estudos, j4 que alguns deles associam a presenga de uma determinada linhagem com methor
progndstico em uma populagio especifica de pacientes, ou piora do estado geral e até morte em outra

populagio.
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Sendo assim, temos para a populagio HIV positiva 25 casos, dos quais 6 ndo tiveram o

prontuario pesquisado, distribuidos em 23 amostras originadas de sangue periférico e 8 de urina:

Tabela 14: Freqiiéncia das varidveis para o grupo de pacientes portadores do virus da Imunodeficiéncia

Adquirida (HIV) com infecg¢do ativa pelo CMV.

Gravidade
404409
) . Freqiiéncia Y

%
Gravidade Freqiiéncia o Acumulada Acumulada
- 6 31,6 6 316
@) 3 158 9 47.4
*) 10 52,6 19 100,0
Amostra de Sangue
T o T e}
] o Frequéncia %
o,
gB2 1 478 17 73,9
oB3 6 26,1 23 100.0

Amostra de Urina

2Bl 3 37,5 3 37,5
¢B2 2 25.0 5 62,5
gB3 3 37,5 8 100,0
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Resuitodes
Um dos grupos em que a presenga do HCMV tem relevancia mator € o de recém-nascidos,
adquirido através de infecgdo congénita. Desta forma, foram analisadas 15 amostras (7 provenientes

de sangue e 13 de urina). Nesse grupo apenas 1 prontuario nio pdde ser verificado.

Tabela 15: Freqiiéneia das variaveis para o grupo de pacientes com infecgio congénita pelo CMV.

Gravidade
——ro——— 40— —
] . Freqiiéncia %
0,
Gravidade Freqiiéncia % Acumulada Acumulada
© 3 21,4 3 214
@) 4 28,6 7 50,0
) 7 50,0 14 100.0

Amostra de Sangue

P e —— e ]

Linhagens Freqiiéncia % iﬁifﬁ;::: Acu:l/:llada
oB1 9 28.6 ) 28.6
- 3 2.9 5 714
¢B3 1 14,3 6 85,7
oB4 1 14,3 7 100,0

Amostra de Urina

Linhagens Fregiiéncia % i’;ﬁlﬁrﬁ: Acm::/:la da
gB1 3 23,1 3 231
£B2 8 61,5 11 846
gB4 2 15,4 13 100,0
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Resudtados
Outra populagio imunocomprometida estudada compreendeu: 13 pacientes submetidos ao
transplante hepatico e as amostras, 13 obtidas & partir de sangue ¢ 3 de urina foram assim

classificadas (1 prontuario ndo pdde ser investigado):

Tabela 16: Frequéncia das varidveis para o grupo de pacientes transplantados hepaticos com infecgdo pelo

HCMV.
Gravidade
o o ]
] . Freqiiéncia Yo
L)
Gravidade Freqiiéncia %o Acumulada Acumulada
) 4 33,3 4 33.3
) 3 250 7 583
) 5 41,7 12 100,0
Amostra de Sangue
00—
i . Freqiiéncia Y
0,
e e Acumulade Acumulada
eBI 2 15.4 2 15.4
¢B2 4 30,8 6 46,2
oB3 6 46,2 13 1000
Amostra de Urina
W
] . o Fregiiéncia %
Linhagens Freqiiéncia %o Acumulada Acumulada
gB2gB3 1 33,3 1 33,3
¢B3 2 66,7 3 100.0
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Reswefindos
Dentre os pacientes submetidos ao transplante renal, obtivemos 12 amostras, sendo 11

originarias de sangue ¢ 3 de urina:

Tabela 17 Freqiiéncia das varidveis para o grupo de pacientes transplantados renais com infecg¢do pelo
HCMYV.

Gravidade
- |
] . Freqiiéncia Yo
L1
Gravidade Frequéncia %o Acumulada Acumulada
-) 2 16,7 2 16,7
*) 4 33,3 [} 50,0
) 6 50,0 12 100,0

Amostra de Sangue

) . Freqiiéncia Y
0,
Linhagens Freqiiéncia Yo Acumnulada Acumulada
Bl 3 27,3 3 273
gB1gB3 1 9.1 4 36,4
B2 6 54,5 10 90,9
¢B3 1 9.1 11 100,0
Amostra de Urina
] . Freqiiéncia Yo
L)
Linhagens Freqiiéncia 7o Acumulada Acumulada
gB2 3 100,0 3 100,0
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Ressidtados
Um dos grupos mais estudados em relagdo a4 genotipagem ¢ de pacientes submetidos ao
transplante de medula éssea, também é a populagio que conseguimos uma casuistica um pouco mais

significativa. Foram avaliadas 28 amostras, 2 pastas nfo estavam disponiveis para a caracterizagio da

gravidade.

Tabela 18: Frequiéncia das variaveis para o grupo de pacientes transplantados de medula 6ssea

com infecgiio ativa pelo HCMV.

Gravidade
%
. n s Fregiiéncia %
o,
Gravidade Fregiiéncia Yo Acumulada Acumulada
) 8 30,8 8 30,8
) 12 46,2 20 76,9
) 6 23,1 26 100,0

Amostra de Sangue

Linhagens  Freqiiéncia o iﬁﬂﬁf:&: Acul:/:lada
¢BI 4 14,3 4 14,3
¢B2 15 53,6 19 67.9
o 5 71 21 75,0
B3 6 21,4 27 96.4
oB4 i 36 2% 1000

Amostra de Urina

N

) . Freqiiéncia %
L F °
inhagens requencia % Acumnulada Acumulada
2Bl 1 100,0 1 100,0
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Reswitados

Os demais pacientes que completaram a nossa casuistica ndo pertenciam a um grupo
especifico anteriormente descrito, decidimos entdo inclui-los em uma categoria denominada outros,
que englobou casos de etiologia desconhecida, casos de linfoma e neoplasia ¢ ainda casos de Lupus.

Foram 9 pacientes avaliados, sendo 8 amostras obtidas 4 partir de sangue ¢ 2 de urina.

Tabela 19: Freqgiiéncia das varidveis para pacientes incluidos em “outros” com infecgdo ativa pelo

HCMV.

Gravidade
e
. T Freqiiéncia Ye

1]
Gravidade Freqiéncia %o Acumulada Acomnulada
) 2 222 2 22,2
() 6 66,7 8 83,9
+) 1 11,1 9 100.0

Amostra de Sangue

oB1 3 37,5 3 37,5
gB2 4 50,0 7 87,5
gB3 1 12,5 8 100.0

Ameostra de Urina

Fregiiéncia %

. LY. - L)
Linhagens Freqiiéncia % Acumulada Acumulada

gB1 2 100,0 2 100,0
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Resultados

As tabelas a seguir demonstram os dados utilizados na analise estatistica afim de verificar a
possivel associagiio entre grupos especificos de pacientes e linhagens de CMV, bem como se ha ou
ndo relagio de um determinado genotipo do virus com o grau de manifestago clinica apresentada no

periodo de coleta da amostra.

Tabela 20; Analise estatistica através do teste exato de Fisher (dupla entrada) entre as variaveis Grupos de

Pacientes vs Linhagens de CMV.

N

Grupos de Pacientes

Freqiiéncia
% Linhagens mais freqiientes
% linha
% coluna gB1 gB2 gB3 Total
M
6 11 6 23
7,41 13,58 7.41 28.40
HIV 26,09 47,83 26,09
33,33 25,00 31,58
2 4 6 12
. 2,47 4,94 7.41 14,81
T | H 11 * L + +
ransplante Hepatico 16,67 33,33 50,00
11,11 9,09 31,58
3 6 1 10
) 3,70 7,41 1,23 12,35
Transplante Renal 30,00 60,00 10,00
16,67 13,64 5,26
P4 e A ———
4 15 6 25
) . 4,94 18,52 7,41 30,86
Transplante de Medula Ossea 16,00 60,00 24,00
22,22 34,09 31,58
37— 7 e ————
3 8 0 11
. 3,70 9,88 0,00 13,58
Congénitos 27,27 0,00
16,67 0,00
M
18 19 81
Total omn 23,46 100,00

Teste Exato de Fisher (dupla entrada) p=0,251

W

As amostras incluidas no grupo “Outros” foram retiradas da comparagio devido a escassez de
informagdes e para o grupo “Congénitos”, foram utilizadas as amostras de urina para a avaliagic devido

a maior amostragem.
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Tabela 21: Analise estatistica através do teste exato de Fisher {dupla entrada) entre as variaveis Grupos de

Pacientes vs Linhagens de CMV.

W
Grupos de Pacientes

Fregiiéncia . .
% Linhagens mais freqiientes
% linha
% coluna £B1 gB2 gB3 Total
W
6 11 6 23
8,57 15,71 8,57 32,86
BIv 26,09 47,83 26,09
40,00 30,56 31,58
W
2 4 6 12
- 2,86 57 8.57 17.14
Transplante Hepatico 1667 33.33 50,00
13,33 11,11 31,58
P ]
3 6 1 10
4,29 8,57 1,43 1429
Transplante Renal 30,00 60,00 10,00
20,00 16,67 5,26
4 15 6 25
. - 5,71 21,43 8.57 35.71
Transplante de Medula Ossea 16,00 60,00 24.00
26,67 41,67 31,58
Total 15 36 19 70
JTota 21,43 5143 27,14 100,00

Teste Exato de Fisher (dupla entrada) p=0,483

oo —

Os grupos “Outros” e “Congénitos” foram retirados da comparagiio devido a escassez de informagdes e

amostragem pequena para amostras de sangue periférico.
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Tabela 22: Anélise estatistica através do teste exato de Fisher (dupla entrada) entre as variaveis Grupos de

Pacientes vs Gravidade.

W

Grupos de Pacientes

Freqiidncia
o Gravidade
(U]
% linha
% coluna (- (1) (4 Total
W
6 3 10 19
7.23 3,61 12,05 2989
HIV 31,58 15,79 52,63
26,09 11,54 29.41
4 3 5 i2
Ly 4,82 3,61 6,02 14.46
Transpiante Hepitico 33,33 25,00 4167
17,39 11,54 14,71
2 4 6 12
2,41 4.82 7.23 14,46
Transplante Renal 16.67 33.33 50,00
8,70 15,38 17,65
W
8 12 6 26
5 9,64 14,46 7.23 31,33
T [ l H bl H 4]
ransplante de Medula Ossca 30,77 16,15 23,08
34,78 46,15 17,65
3 4 7 14
oo 3,61 4,82 8,43 16,87
Congénitos 21.43 28,57 50,00
13,04 15,38 20,59
Total 23 26 34 83
ota 27.71 3133 40,96 100,00

Teste Exato de Fisher (dupla enfrada) P = 0,446

W
e T e ————— e —— ——————m—m—m—m—

O grupo “Outros” foi retirado da comparaggio devido a escassez de informagdes e amostragem pequena.
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Disassiio

6. DISCUSSAO

O Citomegalovirus humano ¢ um herpesvirus cosmopolita ¢ que geralmente € capaz de
produzir infecgdes persistentes e assintomaticas durante toda a vida. No entanto, em populagdes que
sio imunologicamente comprometidas ou que t€m um sistema imune imaturo (transplantados,
portadores do HIV, pacientes submetidos & quimioterapia, portadores de doenca auto-imune e recénl-
nascidos) 0 HCMV é o mais fregiiente patogeno oportunista, podendo gerar inimeras manifestagdes
clinicas, que variam desde uma doenga com pouca repercussio clinica at¢ uma que envolve risco de
vida ( DARLINGTON et al., 1991; LEHNER, STAMMINGER & MACH, 1991; NAVARRO e! al.,
1997).

Sabe-se que as manifestagdes clinicas causadas por infeccdo pelo HCMV podem ser
decorrentes da variabilidade genética entre as diferentes linhagens do virus (LEHNER,
STAMMINGER & MACH, 1991). Acredita-se que algumas linhagens tém preferéncia em infectar
determinados Orgdos ou tipos celulares, que sdo mais virulentas ou mais imMuUnOSsUPressoras que
outras, ou ainda que tém uma probabilidade maior de contribuir para a rejeicdo do érgdo, em casos de
transplante (BINDER er. al., 1999). Essas variagOes ocorrem, geralmente, em regides génicas
altamente conservadas e em conseqiiéncia, funcionalmente relevantes (VOGELBERG et al., 1996,
WIGART et al., 1998), além disso, elas tém sido utilizadas como marcadores genéticos em estudos
clinicos para se fazer a distingSo entre as cépas e avaliar sua associagio com a patogénese viral
(RETIERE ef al., 1998).

As glicoproteinas do envelope dos herpesvirus podem ser alvos para anticorpos de
neutralizagio do virus, controlam a entrada viral e tém papel importante na disseminagfo do virus
entre as células do hospedeiro (RASMUSSEN et af., 1991). Regibes variéveis, especialmente nas

glicoproteinas B (gB) e H (gH) do envelope do CMV, tém sido extensivamente estudadas, através de
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técnicas que envolvem biologia molecular, para caracterizar as diferentes linhagens do virus e sua
possivel relagio com a gravidade de expressdo de doenga em diversos grupos de pacientes (CHOU,
1990; CHOU & DENNISON, 1991; FRIES et al., 1994, SHEPP et al, 1998, ROSEN ef al., 1998,
MEYER-KONIG ef al., 1998 e 1998(2); GILBERT e al., 1999; BINDER et al., 1999).

A metodologia geralmente aplicada para a disting@o entre os subtipos de CMV € a PCR-RFLP
(CHOU, 1990; CHOU & DENNISON, 1991; FRIES ef al., 1994), que através de um tratamento com
endonucleases de restricio, o produto da PCR ¢ clivado em fragmentos de diferentes tamanhos ¢ o
perfil da digestio ¢ determinante das linhagens. Para a gB, utilizam-se as enzimas de restri¢do Rsal ¢
Hinfl, que determinario pelo menos quatro subtipos virais. SHEPP et al. (1998), em seus estudos para
a mesma regifio, caracterizou um quinto genotipo. Recentemente, TRINCADO et al (2000),
encontrou em um grupo de criangas com infecglio congénita por HCMYV, dois novos genotipos virais
(gB6 e gB7).

A glicoproteina H, em compara¢iio com a gB, possui maior grau de conservagio entre as
linhagens e, quande submetidas a metodologia RFLP com a enzima Hkal, produz apenas dois perfis
de restrigio (CHOU, 1992(2)). Estudos anteriores ndo conseguiram relacionar a variagdo na regido
génica alvo com o quadro clinico apresentado por diversos grupos de pacientes com
comprometimento imunologico; foi demonstrado semelhanga na distribuigio do genotipo gH entre
pacientes sintomaticos e assintomaticos (FRIES er al, 1994, AQUINO, YAMAMOTO &
FIGUEIREDQ, 1997, AQUINO, 1998). Portanto, ndo foi considerada um bom marcador para a
distingiio entre os subtipos, mas por ser uma importante regido de reconhecimento para anticorpos de
neutralizagdo do virus, é utilizada em estudos de vacinas (CHOU, 1992(2)).

Por essas razdes ¢ por ndo apresentar diferengas perceptiveis no perfil eletroforético em gel de
agarose pela analise de restrigdo, decidimos pela ndo inclusdo da tipagem do HCMV através desta

regido neste trabalho.
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Discnsido

Estudamos seis diferentes grupos de pacientes imunossuprimidos ou imunocomprometidos
infectados pelo HCMV, entre eles: congénitos, HIV-positivos, transplantados (medula 6ssea, hepatico
e renal) e um grupo que inclui outras patologias (lupus, neoplasia, etc...).

Encontramos, na populagio HIV-infectada incluida neste, a prevaléncia da linhagem gB2 do
HCMV e ndo conseguimos relaciond-la com a presenga de retinite causada por esse virus. Nesse
grupo de pacientes, a infecgdo pelo HCMV provocou distirbios gastro-intestinais como principal
manifesta¢io clinica, também nfo associada a um determinado subtipo. Também pudemos observar
semelhante prevaléncia entre os subtipos gB1 e gB3 entre os pacientes com AIDS.

A associagio entre um genotipo especifico e quadro de retinite na populagfio HIV também néo
foi confirmada por HANDFIELD ef al. (1999); GILBERT et al.(1999) e PEEK ef al. (1998), embora
este tltimo ndo tenha encontrado significAncia na prevaléncia da gB2 em relagio a outros genotipos.
Estes grupos de pesquisa afirmam que a genotipagem néo oferece beneficios adicionais sobre a carga
viral para identifica¢do de pacientes HIV-infectados com alto risco de desenvolvimento de doenga por
HCMV. BONGARTS ef al.(1996) encontraram praticamente a mesma prevaléncia entre os subtipos
gBl e gB2 em pacientes com AIDS e em éreas diferentes do corpo, relacionando-os com
disseminagfo viral, também n#o relacionaram uma determinada cépa e retinite e ainda, os resultados
por eles obtidos, indicam que infecgdes com gB1 estdo associadas com apresentagio clinica mais
favoravel.

SHEPP ef al., 1996, descreveram a associagio da prevaléncia do genotipo gB2 do HCMV com
retinite em pacientes com doenga pelo HIV; achados sustentados por HEBART ef al (1997). Para
estes pesquisadores, diferengas na viruléncia, tropismo celular ou disturbios da resposta imune de
certas linhagens virais podem ser importantes determinantes da infecgio.

Na populagio transplantada de medula dssea (TMO), o genotipo gB2 também foi o mais

freqiiente, com maior representatividade em comparagio aos demais grupos estudados. No entanto, a
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presenca do virus nessa populagio ndo provocou, de maneira geral, pertinente gravidade na
apresentagio clinica dos pacientes. A presenga de mistura de linhagens ndo foi freqiiente em nosso
estudo (4 : 104), porém dois pacientes de TMO, que apresentaram duas diferentes cépas do HCMV
simultaneamente, evoluiram com agravamento do quadro clinico, podendo ser um dado relevante,
mas que ndo pdde ser estatisticamente comprovado.

TOROK-STORB et al. (1997) e RASMUSSEN et al. {1997), descreveram a predominancia do
gB1 e os dados por eles apresentados sugerem que as linhagens gB3 ¢ gB4 podem estar relacionadas
com morte por mielossupressio e menor risco de GVHD aguda de graus Il a IV. Outros autores
(CHOU & DENNISON, 1991; FRIES et al., 1994) também encontraram na populag¢io estudada por
eles, um maior nimero de linhagens do genotipo 1 e relacionaram-na com um melhor prognéstico da
infecglio. WADA et al. (1997), em seus relatos, associaram a prevaléncia do gB2 com populagdo
transplantada de medula 6ssea de origem oriental e do gB1 em caucasianos, o que ndo foi confirmado
por nds, ja que nenhum dos pacientes avaliados em nosso estudo era de origem oriental.

Em nossa casuistica para ¢ grupo de pacientes transplantados hepaticos, encontramos o
subtipo gB3 em seis dos treze pacientes avaliados, sendo que 50% evoluiram para doenga por
HCMV. A gravidade das manifestaches clinicas ndo puderam ser associadas a um determinado
genotipo devido & pequena amostragem. ROSEN et al (1998) perceberam um numero
significativamente maior da linhagem gB1 entre os transplantados hepaticos com episodios de
rejeicio aguda, contudo, n3io houve diferenca na gravidade da rejei¢Bo ou desenvolvimento de
rejeicio crdnica entre pacientes com genotipos diferentes, conclusdes obtidas também por BINDER ef
al. (1999).

Houve predomindncia do gB2 em transplantados renais avaliados no presente estudo, € a
gravidade da infecgiio ndo pdde ser associada com uma cépa especifica. Em um estudo prévio,

VOGELBERG er al. (1996) niio encontraram diferencas significativas na distribuigdo das linhagens
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gB1, gB2 e gB3; também ndo observaram correlagio entre os genotipos e apresentagdo clinica.
AQUINO (1998) caracterizou uma populagio de transplantados renais na regido de Ribeirdo
Preto/SP, ¢ em contraste com os resultados obtidos por nos, encontrou igual prevaléncia dos
genotipos gB1 e gB3. Também discordando dos nossos dados, encontrou alta incidéncia de amostras
corn mistura de linhagens.

Como demonstrado por VERBRAAK ef al., 1998 em estudo com pacientes HIV-positivos, a
analise por PCR-RFLP para HCMV em isolados de sangue, urina e sémen, revelou que infec¢do com
multiplas cépas desse virus ¢ relativamente comum, sendo demonstrada mais de uma linhagem em
diferentes locais no corpo.

Em nossa casuistica, 16 pacientes tiveram amostras de sangue e urina coletadas
simultaneamente e em analise genotipica, todas demonstraram concordéncia nas linhagens entre os
isolados correspondentes.

Em resumo, todos os 4 genotipos de HCMV descritos em literatura, foram caracterizados na
regidio de Campinas/SP em pacientes com comprometimento imunolégico. Observamos uma maior
incidéncia do subtipo gB2, embora os genotipos gB1 e gB3 tenham sido bem representados, no
entanto, nio foi observada a prevaléncia, estatisticamente significativa (p = 0,483), entre as linhagens
e grupos de pacientes. Mistura de linhagens e o genotipo gB4 foram encontrados raramente.

Como observado em nossos resultados de genotipagem, o HCMYV, independente do genotipo
apresentado, ¢ um agente de grande importdncia clinica em qualquer grupo de pacientes
imunologicamente comprometidos.

Ainda em relagdo 4 genotipagem, padronizamos a técnica de SSCP ndo-radioative que podera
ser utilizada futuramente para melhor caracterizagfio das linhagens de HCMV. Conseguimos
reconhecer, por essa técnica, padrdes conformacionais caracteristicos para as 4 linhagens principais

descritas em literatura. A SSCP é uma metodologia rapida e facil quando utiliza-se o sistema
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automético para eletroforese e coloragio, e que podera ser Util no “screening” dos genotipos virais.
BINDER ef al. (1999), em estudo com SSCP radioativo, afirmaram que esta técnica € capaz de
detectar alteragbes que ndo podem ser identificadas pela PCR-RFLP, ¢ que provavelmente ndo
modificam um sitio de reconhecimento enzimatico.

O método de Captura Hibrida Digene® é rapido, relativamente facil e de flexibilidade na
manipulagio da amostra, tendo como desvantagem principal o custo do Kit. A amostra pode ser
processada em 6 dias a partir da coleta, e o pellet pode ficar armazenado (a — 20°C) ate 10 semanas ou
quando o nitmero necessario de amostras para a utilizagio de 1 kit (48 amostras) for adquirido, para
entio dar continuidade ao experimento. Nossos resultados com a utilizagdo do kit para Captura
Hibrida n3o condizem com os esperados ou descritos na literatura, ja que cerca de 22% das amostras
que obtiveram Captura Hibrida positiva, revelaram resultado de Antigenemia positivo. Para casos de
Captura Hibrida negativa, a concordancia de resultados com a Antigenemia foi maior, aproximando-
se de 80%. A estocagem de algumas amostras por periodo superior ao indicado ¢ a contagem de
leucocitos inferior ao valor recomendado (5,0 K/ul), principalmente no grupo de pacientes pos-TMO,
podem ter interferido nos resultados.

Muitos autores concordam que a utilizagdo de uma metodologia de avaliagio da carga viral,
em pacientes imunocomprometidos, representa um parimetro valioso para o monitoramento da
infecgio pelo HCMYV e tratamento antiviral (SHIBATA et al. 1992, GERNA et al. 1995; BAILEY et
al. 1995; RASMUSSEN ef al. 1995; ARRIBAS et al. 1995, BADLEY ef al. 1996;).

A utilizagiio da PCR diluig@o-limitante, permite a determinagio da carga viral em amostras
retrospectivas, no entanto, ndo pudemos avaliar sua aplicagio. Tomando-se o devido cuidado com a
contaminac@o de um tubo para outro na hora da diluigdo, pode-se dizer que esta técnica ¢ faciimente
aplicavel, sensivel e especifica, devido 4 metodologia de coloragio rapida para gel de acrilamida, por

nitrato de prata.
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7. CONCLUSOES

. Padronizou-se e aplicou-se a “Nested-PCR” para amplificagio de uma regifio variavel da

glicoproteina B de HCMV;

2. Observou-se a prevaléncia do genotipo gB2 de HCMV através da analise de restrigio padronizada
em gel de Agarose 1000 (Gibco-BRL) na populagio imunocomprometida em geral, atentida no HC-

UNICAMP, Campinas/SP;

3. Nio foi constatada a associagdo entre um genotipo de HCMYV e gravidade na apresentacdo clinica;

4. A relagio entre um subtipo de HCMV e um grupo especifico de pacientes, também nio foi

comprovada,

5. Padronizou-se a técnica de SSCP nio-radioativo, que podera ser uma ferramenta complementar

para caracterizar subtipos virais a partir de um fragmento amplificado pela PCR;

6. O kit de Captura Hibrida para HCMV néo demonstrou resultados concordantes com a literatura,

sugerindo uma limitagdo do método quando aplicado em amostras de pacientes pos-TMO;

7. Acreditamos que a determinagio da linhagem do HCMV aliada a carga viral, sejam metodologias
complementares ¢ de fundamental importincia no entendimento e monitoramento da infeccio

pelo HCMV em pacientes imunocomprometidos.
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8 SUMMARY

Human Cytomegalovirus (HCMYV) is one of the most important infectious agents that attack
immunocompromised patients causing significant morbidity and mortality in this group. The
detection of the HCMV genome by the PCR (Polymerase Chain Reaction) is specific and sensitive,
and it can be used as a powerful tool for the early diagnoses of the infection caused by this virus.
Variations in functionally relevant areas of the HCMV genome have been used as genetic markers in
numerous clinical studies to differentiate the strains and to associate them with the viral pathogenesis
and the clinical manifestation in the patient. The glyqoproteins of the envelope of the human
cytomegalovirus are probably essential to the entrance and the viral dissemination in the host cells;
they are also important targets of the human immune response that induce the formation of the
antibodies of the virus neutrality. The PCR, combined with the analysis of restriction of the
polymorphic areas of the amplified products (PCR-RFLP), is effective for the identification of the
HCMV genotypes, becoming possible the distinction of at least 4 (four) electrophoretic patterns.

On the other hand, the determination of the viral load in patients immunologically affected has
been associated as marker or predictor for the development of the organ specific disease by the
HCMYV, being of fundamental importance to the management of the therapy. Besides, the value of the
viral load is related to the group of patients and/or the type of transplant, the pathogenesis of the
HCMV, and the levels of the immune-suppression; and it can indicate the beginning of the antiviral
therapy.

Knowing the importance of the identification of the strains of the HCMV in
immunocompromised patients, its possible relation with the infection and clinical presentation, and
the relevance of the determination of the viral load in several groups, this study, evaluating different

immunocompromised people followed at HC-UNICAMP, had as main targets: to determine the
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prevalence of the HCMV genotypes and evaluate a possible association of the subtype with the
clinical table presented by different groups studied; standardize determination methods of the viral
load with the finality of evaluating the applicability in the management of the antiviral therapy, and as
predictable value of the disease by the HCMV.

A hundred and twenty-two (122) clinical samples (blood and urine) of 104 patients were
evaluated retrospectively to the genotipage. The groups of HCMYV infected patients were basically the
following: newborn children with congenital infection, bone marrow transplanted patients, hepatic
and renal transplanted patients, and HIV infected individuals. The results were statistically analyzed.

Two methodologies were evaluated for the quantification: one based on the principle of the
hybrid capture, where 93 samples were analyzed; and another one on the PCR limiting dilution,
where some exemplars were evaluated, since the quality of the DNA is fundamental to the
continuation of the methodology.

We could characterize, in our group of patients, the four genotypes described in literature as
results,. We observed the largest prevalence of the gB2 genotype, although the gB1 and gB3
genotypes were well represented. Statistical data did not prove the association of a determined strain
of the virus with the sevevity of the clinical manifestation, as well as a specific group of patients.

The methodologies of quantification evaluated have high sensitivity and specificity,
compatible with the Antigenemia. The main advantage of the methodologies regarding the former one
is in relation to the processing of the sample that does not need to be just after the collection because
it does not depend on the viability of the virus.

Finally, we believe that the determination of the HCMYV strain and viral load are
compiementary methodologies and of ﬁmdame.ntal importance for the understanding and

management of the HCMYV infection in immunocompromised patients.
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