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O Citomegalovirus Humano (HCMV) continua sendo uma causa significante de morbidade
em pacientes imunocomprometidos, especialmente em transplantados de medula 6ssea, e
pode manifestar diversas complicacdes que incluem hepatite, doenca gastrointestinal e
pneumonia intersticial ou a denominada “Sindrome Viral por HCMV” caracterizada por
febre, leucopenia e trombocitopenia. O HCMV pode também ter um efeito
imuno-modulador, fazendo da infecc@o por esse virus um fator de risco importante para o
desenvolvimento de rejeicdo ao enxerto aguda e crénica e para co-infec¢do com outras
herpesviroses. A deteccdo do genoma do HCMV pela PCR (Reacio em Cadeia da
Polimerase) € especifica e sensivel, e pode ser usada como uma poderosa ferramenta para o
diagnostico precoce da infeccdo causada por este virus. Variagdes em regides
funcionalmente relevantes do genoma do HCMV tém sido utilizadas como marcadores
genéticos em diversos estudos clinicos para diferenciar as linhagens do virus e associa-las
com a patogénese viral e com as manifestacdes clinicas no paciente. A glicoproteina B (gB)
€ a maior glicoproteina do envelope do HCMV e tem sido relacionada a entrada na célula
hospedeira, transmissdo célula-a-célula, e conseqiientemente a fusiao das células infectadas.
A amplificacdo do gene gB pela PCR combinada com andlise de restricio por RFLP em
regides polimorficas deste gene sdo eficientes para a identificagdo dos genétipos do
HCMYV, tornando possivel a distincdo de pelo menos 4 padrdes eletroforéticos. Por outro
lado, a determinagdo da carga viral em pacientes imunologicamente afetados tem sido
associada como marcador ou preditor do desenvolvimento de doenca por HCMV
orgdo-especifica. Sendo assim, a determinacdo da carga viral, especificamente nestes
pacientes, € fundamental para a supervisdo da terapia antiviral. Além disso, os valores da
carga viral estdo relacionados aos niveis de imunossupressao, a patogénese do HCMV e ao
grupo de pacientes e/ou ao tipo de transplante e podem indicar o inicio da administra¢do da
terapia antiviral.O método de real-time PCR (RT-PCR) foi aplicado para a quantificacdo do
genoma do HCMV em amostras clinicas e a detec¢do e posterior quantificacio do DNA do
HCMYV em amostras de soro por esta técnica é capaz de distinguir entre pacientes com
infeccoes sintomadticas daqueles com infecgdes inativas ou latente.Avangos t€m sido feitos
na prevencdao da doenca por HCMV apés o transplante de medula Ossea, inclusive a
administracio profildtica, por periodos prolongados, de antivirais como o Acyclovir e o
Ganciclovir e como conseqiiéncia, pode originar linhagens resistentes relacionadas

principalmente a dois genes virais: a fosfotransferase viral (UL97) e a DNA polimerase
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viral (UL54). Sabendo-se da importancia da identificagdo das linhagens do HCMV em
pacientes transplantados de medula Ossea e da possivel relagdo com a infeccdo e
apresentacao clinica; da relevancia em determinar a carga viral como preditor de doenga; e
finalmente, da deteccdo de linhagens resistentes aos agentes antivirais disponiveis, este
estudo avaliou, prospectivamente, pacientes transplantados de medula 6ssea em seguimento
no Hemocentro/UNICAMP. Além disso, teve como principais objetivos: determinar a
prevaléncia dos gendtipos do HCMV e avaliar uma possivel associagdo com a apresenta¢ao
clinica nesses pacientes; determinar a carga viral para o monitoramento da terapia antiviral;
e identificar e correlacionar mutagdes que conferem resisténcia ao Ganciclovir com carga
viral e apresentagdo clinica. Foram incluidas na casuistica, 169 amostras de DNA de sangue
periférico e 187 amostras de DNA de soro de 22 pacientes transplantados de medula 6ssea.
Dentre as 47 amostras de DNA de sangue periférico HCMV positivas, 42 foram
genotipadas e observamos a prevaléncia do genétipo gB1 (47%) como descrito em
literatura, e embora sem comprovagdo estatistica, notamos a tendéncia deste genotipo com
melhor progndstico. Aplicamos a RT-PCR em 96 amostras de DNA de soro de 12 pacientes
transplantados de medula 6ssea seguidos no Ambulatério de Hematologia, e observamos
que o método € adequado para a avaliacdo da carga viral neste grupo de pacientes. No
entanto, € necessario estabelecer um valor de corte a fim de se utilizar esta metodologia
para obten¢do de um valor que seja preditivo de doenca e para o monitoramento do
tratamento dos pacientes. Este método mostrou-se mais preciso que a “nested”’-PCR no
mesmo tipo de amostra. Além disso, identificamos 8 novas mutagdes no gene UL97, uma
delas pode estar relacionada a resisténcia viral ao Ganciclovir. Dentre os polimorfismos
identificados, 3 parecem estar relacionados ao gendtipo gB1 e possivelmente podem ser
utilizadas como marcadores genéticos para a genotipagem do HCMV. Para o gene UL54
foram identificadas 5 novas mutagdes na regiao IV do gene e que geralmente é relacionada
a resisténcia ao Ganciclovir. Nos concluimos que a determinacdo da carga viral €
importante, mas ndo € o unico modo de avaliar a eficiéncia do tratamento antiviral. Dessa
forma, a avaliacao de outros parametros moleculares, como a genotipagem e mutacdes
relacionadas a resisténcia aos antivirais, sdo informacdes complementares e devem ser
consideradas para o monitoramento da evolucdo clinica em pacientes transplantados de

medula ossea.
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Human Cytomegalovirus (HCMV) remains a significant cause of morbidity in
immunocompromised patients, especially in bone marrow transplant recipients. It may
manifest severe complications including hepatitis, gastrointestinal disease, and interstitial
pneumonitis or as so-called “HCMV viral syndrome” with fever, leukopenia, and
thrombocytopenia. The HCMV may also has an immunomodulatory effect, potentially
making HCMYV infection an important risk factor for the development of an acute and
chronic allograft rejection and for coinfection with other herpesviruses. The detection of the
HCMYV genome by PCR (Polymerase Chain Reaction) is specific and sensitive. Besides
this, 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 HCMV strains and to
associate them with the viral pathogenesis further with the patients’ clinical manifestations.
The glycoprotein B (gB) is the major glycoprotein of HCMV’s envelope and it has been
implicated in host cell entry, cell-to-cell virus transmission, consequently in the fusion of
infected cells. The gB amplification by PCR combined with the restriction analysis by
RFLP in polymorphic areas are effective for the identification of the HCMV genotypes,
becoming possible the distinction of at least 4 electrophoretic patterns. On the other hand,
the determination of the viral load in the immunologically affected patients has been
associated as marker or predictor for the development of the organ specific disease by the
HCMV. Hence, the determination of the viral load in these specific patients is fundamental
for the management of the antiviral therapy. In addition, the viral load values are related to
levels of the immune-suppression, the pathogenesis of the HCMV and the group of patients
and/or the type of transplant. Furthermore, the viral load values can indicate the beginning
of the antiviral therapy administration. A real-time PCR (RT-PCR) assay was applied for
quantifying the HCMV genome load in clinical samples and the detection and
quantification of HCMV DNA in blood serum through RT-PCR are able to distinguish
patients with symptomatic infections among those with latent or inactive infections.
Advances have been made in the prevention of HCMV disease after bone marrow
transplantation, including prophylactic administration of antivirals such as Acyclovir and
Ganciclovir. The HCMV prophylaxis with antiviral in this patients’ group is administered

for prolonged periods of therapy, consequently it can originate resistant viruses related
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mainly to two genes: the viral phosphotransferase (UL97) and the viral DNA polymerase
(UL54). Ahead the importance of the identification of HCMV strains in bone marrow
transplant patients, the HCMV strains performance in the patients’ infection and clinical
presentation, the relevance of determinating the viral load as a disease predictor, and
finally, the detection of the resistant strains to the available antivirals, this study
prospectively  evaluated bone  marrow  transplant recipients followed  at
Hemocentro/UNICAMP. Moreover, it had as main goals: to determine the prevalence of
the HCMV gB genotypes, to evaluate a possible gB genotype association with the patients’
clinical presentation; to determinate the viral load for monitoring the antiviral therapy, and
to correlate Ganciclovir resistant mutations in UL97 and UL54 gene with the viral load and
patients’ clinical presentation. From 22 bone marrow transplant recipients, DNA samples of
peripheral blood (169) and DNA samples of blood serum (187) were included in this
casuistic. Among 47 HCMV positive samples, 42 were genotyped. We observed the
prevalence of gB1 genotype (47%), as described in the specific literature, however without
statistical analysis, the raw data exhibited that gB1 genotype can be related to patients’
better prognostics. From 12 followed bone marrow transplant recipients, we applied the
RT-PCR in 96 DNA blood serum samples and we observed that the method was accurate
for the viral load evaluation in this patients’ group. However, it is necessary to establish a
crucial cutoff to consider whether a specific value of viral load is a predictive value to
cause HCMYV disease and to monitor the patients’ treatment. This method was more precise
than the nested-PCR for blood serum samples. Additionally, we identified 8 new mutations
in UL97 gene, one of them can be related to Ganciclovir HCMV resistance. Among all of
identified polymorphisms, 3 of them can be related to gB1 genotype and may be used as
genetic marker to HCMV genotyping. In the region IV of the UL54 gene, 5 new mutations
were identified, and can possibly be related to Ganciclovir HCMV resistance. We
concluded that the determination of the patients’ viral load is crucial, even so it is not the
only way to evaluate the antiviral treatment efficacy. Then, the evaluation of other
molecular parameters as genotyping and mutations related to the HCMV antiviral
resistance, are complementary information and must be considered to monitor the clinical

evolution of bone marrow transplant recipients.
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1.1- Historico

O Citomegalovirus humano (HCMV), identificado em 1904 por Ribbert, € o
agente etiologico da “doenca de inclusdo citomegdlica” e cuja denominagdo deriva-se do
efeito citopdtico caracteristico representado pelo aumento do volume celular por inclusdes
intranuclear e citoplasmadtica, no tecido infectado, (MURRAY, 1997; MAYA & AZULAY,
2000). Células com caracteristicas semelhantes t€m sido descritas desde 1881 e em 1921,
Goodpasture e Talbot relataram um caso fatal associado a esse virus envolvendo pulmao,
figado e rim de uma crianca recém-nascida (DREW, 1988b). Inclusdes pequenas, mas
similares aquelas encontradas foram observadas por Tyzzer em bidpsia de lesdo de pele
causada por varicela e Lipschutz foi quem primeiro reconheceu esta similaridade e postulou

uma etiologia viral para a “Doenca de Inclusdo Citomegalica” (ALFORD & BRITT, 1990).

Cole e Kuttner, em 1926, puderam demonstrar que o virus estava presente em
glandulas submaxilares de cobaia e que a sua presenga estava associada com células que
continham corpusculos de inclusdo. O primeiro estudo sistemadtico sobre prevaléncia desta
infec¢do em criancas foi realizado por Farber e Wolbach em 1932, encontrando células
citomegdlicas tipicas nas glandulas salivares de 14% das criancas analisadas (PLACHTER,
SINZGER & JAHN, 1996). Fetterman, em 1952, diagnosticou “Doenca de Inclusdao
Citomegdlica” por exame citoldgico de urina e Minder (1953), utilizando a microscopia
eletronica, identificou a particula viral (DREW, 1988b; MAYA & AZULAY, 2000).
Margaret Smith conseguiu, em 1954, isolar o virus em cultura de tecido, usando a infec¢do

de glandula salivar de cobaia como modelo (COSTA, 1999).

Através das técnicas de cultura celular, o HCMV foi independentemente
1solado por trés laboratorios distintos, em amostras de urina e tecido de criancas com
manifestagcdes clinicas de provavel infeccdo pelo virus (PLACHTER, SINZGER & JAHN,
1996; DREW, 1988a; COSTA, 1999). Smith conseguiu isolar o virus das glandulas
salivares de 2 criangas - uma morreu de infec¢ao citomegélica generalizada; no mesmo ano,
Rowe e colaboradores isolaram trés linhagens de HCMV de tecido adenoidal de criancas
submetidas a adenoidectomia e a partir destes estudos, conseguiram adaptar uma linhagem
de HCMV em laboratério (AD169), replicando em culturas de fibroblastos humanos.

Weller e colaboradores reconheceram o virus em amostras de urina e pulmao de criancas
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com doenga de inclusdo citomegdlica generalizada. Em cada laboratério foi detectado um

efeito citopatico idéntico (ALFORD & BRITT, 1990).

A partir de 1960, com a evolugdo nos processos cirtirgicos para transplantes, a
infeccao pelo HCMV comecga a ser reconhecida como uma patologia de importincia
clinica, sendo considerado o principal agente patogé€nico em hospedeiros com o sistema
imunolégico comprometido. Na década seguinte, foram organizados grupos de estudo para
avaliar o impacto da infeccdo nos pacientes imunocomprometidos e propor medidas para
manter a infec¢do sob controle. Foi iniciada, em 1980, a utilizacdo de medidas para o
controle do virus com agentes antivirais e intervencdes imunoldgicas, € atualmente, os
avangos para a compreensdo dessa virose estdo relacionados aos aspectos moleculares da
infeccio e controle clinico, principalmente nos grupos de risco (RUBIN, 1990;

COSTA, 1999).

1.2- Caracteristicas Biolégicas 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 a de outros Herpes virus, comprovada por microscopia eletronica, por isso €
também conhecido como Herpes Virus Humano tipo 5 (HHV-5) (MOCARSKI et al., 1990;
BROWN & ABERNATHY, 1998; COSTA, 1999). Essa classificacdo € baseada nas
propriedades bioldgicas de especificidade ao hospedeiro, ciclo de replicacdo e efeitos
citopaticos e em geral, os CMVs sdo virus espécie-especificos para replicacdo e 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 capsideo icosaédrico de 110 nm de diametro
composto por 162 capsOmeros, no interior do qual se encontra o nucleo de 64 nm de
diametro contendo o material genético (DNA). O virion completo € cercado por um
envelope glicolipidico e tem um didmetro final de 200nm (MUSTAFA, 1994;
COSTA, 1999) (Figura 1).
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Capsideo icosaédrico

DNA linear fita dupla

Membrana lipidica

Glicoproteinas do envelope

Adaptado de BIOGRAFIX - '97 Marko Reschke

Figure 1- Estrutura Morfolégica do HCMV (www.biografix.de/hcmv/metaframe/htm)
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O genoma do HCMV ¢ constituido por uma cadeia dupla de DNA linear, com
aproximadamente 240 Kpb (COSTA, 1999). Quando desnaturadas, as fitas de DNA do
HCMYV 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 regidao (U, 174 Kpb) que estd inserida entre repeticoes
invertidas (IRp, / TRy) e um segmento pequeno (Us), que € uma seqii€ncia unica de 35,6
Kpb flanqueada por repeticdes curtas invertidas (IRs / TRs) (Figura 2)
(RUGER, BORNKAMM & FLECKENSTEIN, 1984; SPECTOR et al., 1990).

Recentemente, foi observado que o RNA era purificado a partir das particulas
virais. Este mecanismo da expressdo génica dos herpesvirus permite que os genes virais
sejam expressos no interior da célula infectada imediatamente apds a entrada viral e na
auséncia de transcricdo do genoma viral. Ndo se sabe ainda a funcdo das proteinas

codificadas por esse RNA (BRESNAHAN & SHENK, 2000).

Jungdo L-S

P

phos
—>

UL54 (77834-81562); UL SS (81703-84423) e Uy 97 (141415-143538), respectivamente.

Figure 2- Organizacdo gendmica do HCMV.

UL - “Unique Long region” TRg — “Terminal Repeated Short”
Us — “Unique Short region” IR — “Internal Repeated Short”
gB — gene da Glicoproteina B

Pol — gene da Polimerase

Phos — gene da fosfotransferase

TRy — “Terminal Repeated Long”
IR, — “Internal Repeated Long”
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Durante a infec¢ao produtiva, o genoma do HCMV ¢€ expresso em periodos
coordenados e € regulado por uma cascata de eventos transcricionais que levam a sintese de
trés categorias de proteinas virais denominadas: “immediate-early” (IE ou a), “early” (E ou
B), e “late” (L ou y). As proteinas que sdo sintetizadas durante os periodos IE (0 a 2 horas
pos-infecgdo) e E (2 a 24 horas pos-infecgdo) sdo regulatorias, com funcdo enzimdtica e
essenciais na replicacdo viral, enquanto as sintetizadas no periodo L (24 horas

pos-infecgcdo) s@o relacionadas a elementos estruturais (RASMUSSEN, 1990).

As proteinas IE t€ém um impacto profundo sobre a fisiologia da célula
hospedeira, pois regulam a expressdo de um grande nimero de genes desta célula. A
expressao dos genes E depende da presenca de proteinas IE funcionais e ndo é afetada por
inibidores da replicacdo do DNA viral, a maioria delas codifica proteinas ndo estruturais,
inclusive fatores de replicagdo do DNA viral, enzimas de reparo e proteinas envolvidas na
evasdo imune. As proteinas L s@o a ultima classe de produtos génicos expressos durante a
replicacdo do HCMV e elas t€m principalmente papel estrutural e contribuem para a

adsorcdo e morfogénese do virion (LANDOLFO et al., 2003).

O HCMYV é€ um virus extremamente 1abil a 37°C, € inativado a 56°C durante
30 minutos, pH baixo (<5), exposicao ao éter 20% por 2 horas, luz ultravioleta por 5
minutos e ciclos de congelamento e descongelamento; é mais estdvel na urina a 4°C

(DREW, 1988; BROWN & ABERNATHY, 1998; COSTA, 1999).

1.3- Mecanismo de Replicaciao e Regulacao Génica do HCMV

Apesar do tamanho, complexidade do genoma e capacidade em expressar
muitos genes, os betaherpesvirus mostram uma forte associacdo e dependéncia pelas células
hospedeiras. No hospedeiro natural, algumas células sdo mais susceptiveis a infec¢dao que
outras (STINSKI, 1990). Os mecanismos moleculares que determinam a permissividade
das células para a replicacio do HCMV néao sdo entendidos, mas sabe-se que o virus pode
penetrar em uma variedade de células humanas e ndo-humanas sem que ocorra a replicacao.

Durante a infec¢@o natural, a replicacao viral pode ocorrer em células epiteliais, endoteliais,
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musculares, mesenquimais, hepatdcitos, granuldcitos e macréfagos. Conclui-se, desse
modo, que fatores celulares determinam as conseqii€éncias da infeccdo pelo HCMV apés a

entrada viral (MOCARSKI, et al., 1990; PLACHTER, SINZGER & JAHN, 1996).

A replicagdo do HCMV em cultura celular e ap6s infectar o hospedeiro € lenta,
e o periodo de possivel doenga pelo virus é prolongado, podendo permanecer em estado
latente. Para iniciar a infec¢do, € necessario que o virus seja adsorvido aos receptores de
superficie celular, resultado de uma cascata de interagdes entre proteinas virais e celulares,
seguido da fusdo do envelope viral com a lamela externa da membrana citoplasmatica. Esse
processo € rdapido e eficiente tanto nos tipos celulares permissivos quanto nos nao-
permissivos. A partir dai, o capsideo € transportado para os poros nucleares e o DNA ¢é

liberado no nucleo celular, onde ocorre a transcri¢cdo, replicacdo do DNA viral e produgdo

de novos capsideos (SILVA, 2000; LANDOLFO et al., 2003) (Figura 3).
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Adaptado de Huang & Johnson, 2000.

Figura 3- Mecanismo de replicacio do HCMV.

1.4- Epidemiologia e Transmissao

Um dos mais intrigantes aspectos da biologia do HCMV € a distribuicdo
altamente eficiente do virus em toda a populacdo, enquanto a associacdo com sintomas

graves causados pela infec¢do € um evento relativamente raro.

Acredita-se que os seres humanos sejam os Unicos reservatorios para o HCMV,
e a transmissao ocorre por contato direto ou indireto entre pessoas. A transmissdo do virus
se d4 por contato préximo e/ou intimo e inclui: secrecdes orofaringeas, urina, excre¢oes

cérvica e vaginal, fluidos espermaticos, leite materno, ldgrimas, fezes, e sangue; incluindo
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transfusdes sangiiineas e Orgdos transplantados (ALFORD & BRITT, 1990;
BRUGGEMAN, 1993; BROWN & ABERNATHY, 1998; BRUGGEMAN, MARJORIE &
NELISSEN-VRANCKEN, 1999).

Existe uma correlagido aproximada entre a prevaléncia do anticorpo para o virus
e as condicdes sécio-econdmicas da populacdo. Quando se utiliza detec¢do de anticorpos
como marcador da infec¢do, a prevaléncia do virus € maior em situacdes de pobreza.
Andlises de estudos de prevaléncia da infec¢do relacionada a idade sugerem pelo menos
2 periodos de aumento da infec¢do durante o tempo de vida: o primeiro € 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).

Ap6s a infeccdo, o HCMV nédo € eliminado. O virus pode escapar do sistema
imunolégico do hospedeiro e permanecer em estado latente (como outras herpesviroses),
podendo ser reativado intermitentemente, ou persistir com baixa viremia. Estas condi¢des
permitem a transmissao do virus a novos hospedeiros (SHEN et al., 1996; BRUGGEMAN,
MARIJORIE & NELISSEN-VRANCKEN, 1999).

A doenga clinica pelo HCMV pode ser resultante de trés padrdes
epidemioldgicos: infeccdo primdria em individuos previamente soronegativos; secundaria
por reativagdo da infec¢do latente e ainda secundaria por reinfec¢do por outras linhagens do
virus (HIBBERD & SNYDMAN, 1995; MURRAY, 1997; PATEL & PAYA, 1997,
MAYA & AZULAY, 2000). A incidéncia de doencga sintomdtica é diferente nestas trés
formas de apresentacdo da infec¢do pelo HCMV. Cerca de dois ter¢cos dos pacientes
imunocomprometidos com infec¢ao primaria desenvolvem sintomas; por outro lado, menos
de 20% dos que apresentam reativacdo viral tornam-se sintométicos e por volta de 40% dos

reinfectados tém sintomatologia atribuiveis ao HCMV (COSTA, 1999).

1.5- Patogénese e Manifestagoes Clinicas

O HCMV possui baixa patogenicidade; € um virus citopatico e
conseqiientemente pode produzir destrui¢do do tecido (ALFORD & BRITT, 1990). Os

problemas relacionados aos mecanismos pelos quais os virus escapam das defesas do
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hospedeiro e invadem as células, a habilidade em infectar vérios tipos celulares, o dano
imunolégico induzido pela infecgdo, os sitios de laténcia e 0os mecanismos que regulam a

reativacdo viral tém sido alvos de estudos (CHOU, 1992).

A infec¢ao pelo HCMV é comum e na grande maioria dos casos subclinica, no
entanto, a distingdo entre infec¢do ativa e doenca causada por este virus € fundamental.
Infeccdo € definida quando ocorre soroconversdo em pacientes soronegativos ou um
aumento de 4 vezes ou mais no titulo de anticorpos para HCMV em pacientes
soropositivos. Também quando hd a circulagdo do virus por qualquer fluido corporal como
urina, sangue ou secrecdes nasofaringeas;. Para a caracterizagdo de doenca clinica pelo
HCMYV, além das evidéncias laboratoriais de infeccao ativa, faz-se necessaria a presenga de
manifestacdes clinicas compativeis com o quadro de citomegalovirose (MUSTAFA, 1994;

TONG, 1997).

As manifestacdes clinicas e a gravidade da infeccao pelo HCMV sdo maiores
nas infec¢des primdrias, embora possam variar de assintomaticas a grave, envolvendo risco
de vida (MURRAY, 1997; ROSEN et al., 1998). Pessoas sauddaveis com infeccdo pelo
HCMYV geralmente sdo assintomdticas ou t€m uma leve manifestacdo da doenga semelhante
a mononucleose, caracterizada por quadro febril prolongado, astenia, sudorese e

hepatoesplenomegalia. (KRAUSE & STRAUS, 1999; COSTA, 1999).

Contudo, nas diferentes condi¢des relacionadas a imunodepressio, o HCMV
pode provocar doenga grave e os grupos de maior risco sdo: recém-nascidos de maes
infectadas (infecc@o congénita), receptores de transplante de 6rgaos, pacientes com cancer
submetidos a quimioterapia, e os portadores da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida

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

1.6- Infeccao por HCMYV em Pacientes Transplantados

A infec¢dao pelo HCMV ¢ tida como uma das maiores causas de morbidez e
mortalidade em pacientes imunocomprometidos, € os principais alvos para este patégeno
sdo os receptores de Orgdos como: rim, coragdo, figado e medula 6ssea (LJUNGMAN,

1996; PATEL & PAYA, 1997).
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O risco da infec¢do pode estar relacionado com o estado sorolégico tanto do
doador quanto do receptor. E fundamental considerar o papel de imunossupressio
iatrogénica no desenvolvimento da infec¢do, e drogas como a ciclofosfamida, azatioprina e
ciclosporina tém sido implicadas como facilitadoras da doeng¢a pelo HCMV (ZAIA &
FORMAN, 1995; KONTOYIANNIS & RUBIN, 1995; MAYA & AZULAY, 2000),
podendo levar a replicacdo viral descontrolada e conseqiiente infec¢do sintomatica (PATEL

& PAYA, 1997).

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

Nesse grupo de pacientes, a infec¢do primdria pode ter origem em fontes
diversificadas, incluindo o préprio enxerto, ou secundaria, quando o individuo tem infec¢ao
latente (MAYA & AZULAY, 2000), sendo que as infec¢gdes primarias geralmente sdo mais
graves (MUSTAFA, 1994).

A onipresenga deste virus, sua tendéncia a ser reativado quando as defesas do
hospedeiro estdo comprometidas e sua capacidade para disseminar a vérios 6rgaos, sao
caracteristicas que podem ajudar a explicar sua ocorréncia freqiiente na populacdo

transplantada (COSTA et al., 1999).

Dentre as complicagdes clinicas associadas a infec¢do pelo HCMV estio:
pneumonia intersticial, doenga gastrointestinal, retinite, pancitopenia, febre, demora na
pega do enxerto em receptores de medula dssea (TMO) e rejeicio do enxerto entre os

receptores de 6rgao s6lido (WALTER & BOWDEN, 1995; LIUNGMAN, 1996).

1.7- Diagnostico Laboratorial

O diagnéstico de infeccdo ativa pelo HCMV requer complementacio
laboratorial que demonstre o virus, seus componentes, ou a presenca de anticorpos

especificos MAYA & AZULAY, 2000). Estudos de tecidos com anticorpos monoclonais e
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técnicas de hibridacao in situ sugerem que infec¢io por HCMV pode existir em 6rgaos que
ndo apresentam células citomegdlicas a histologia. A fim de prevenir a progressdao da
infeccdo, técnicas rdpidas e sensiveis para a deteccdo do virus sdo exigidas para permitir

que a terapia antiviral seja instituida precocemente (XU et al., 1993).

O método padriao-ouro empregado para a detec¢do do virus consiste em seu
isolamento a partir de amostras obtidas a partir de materiais biologicos variados e
inoculadas em cultura de fibroblastos. Além da complexidade envolvida com os métodos
de cultura de células, a replicacdo lenta do HCMV faz com que seja necessario um longo
periodo para o resultado final (PANNUTI, 1984). Uma técnica alternativa seria a deteccdo
de anticorpos IgG e IgM contra o HCMV, contudo apresenta algumas limitagcdes. Pacientes
imunossuprimidos podem apresentar infeccao grave, mas, com resposta imune inadequada,
podendo levar a um resultado falso-negativo. Além disso, este tipo de detec¢do ndo €
precoce e necessita, muitas vezes, de acompanhamento com exames periddicos para
defini¢do diagnodstica. Testes do tipo ELISA associados a anticorpos monoclonais para a
deteccdo das particulas virais na urina ou soro, também tém sido utilizados

(McKEATING et al., 1985).

O desenvolvimento de técnicas de DNA recombinante com a conseqiiente
clonagem e caracterizagdo do HCMV, tornou possivel a deteccdo do virus em amostras
bioldgicas por meio de hibridacdo com sondas especificas. Os métodos de diagndstico com
base na hibridacdo de DNA apresentam vantagens significativas sobre as técnicas classicas,
entre as quais destacam-se a precocidade no diagnéstico, sensibilidade e especificidade.
Mas a complexidade de realizacdo, utilizacdo de isétopos radioativos e necessidade de alta

carga viral para a deteccdo, representam inconveniéncia de aplicacdo desta metodologia

(CHOU & MERIGAN, 1983).

Através de procedimentos de amplificacio do DNA, por meio da reacdo em
cadeia catalisada pela polimerase (PCR), a detec¢do do HCMV foi levada a efeito em
amostras contendo pequeno numero de copias do virus. A amplificacdo génica pela PCR €
um método de biologia molecular que permite a producdo de grande quantidade de
fragmentos especificos de DNA, a partir de substratos complexos e em concentracdes

diminutas (SAIKI, SCHARF, FALOONA, 1985).
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Embora a reacdo em cadeia da polimerase seja extremamente sensivel, algumas
consideragdes devem ser ressaltadas (GRIFFITHS & WHITLEY, 1993). A alta
sensibilidade do método levanta a questdo da possivel deteccdo de genoma de particulas
virais defectivas, incapazes de produzir infec¢do, limitando o seu valor no diagndstico da
infeccdo ativa. A PCR positiva indica replicacdo viral, mas nao € necessariamente

diagnostico de doenca pelo HCMV (MAYA & AZULAY, 2000).

A técnica é muito suscetivel a contaminagdo por produtos de amplificacdes
prévias podendo resultar em resultados falso-positivos, sendo necessarios procedimentos
especiais no laboratério para se evitar tal problema; e a reagdo falso-negativa pode ser
resultante da variacdo génica entre as diferentes linhagens de HCMV
(KWOK & HIGUSHI, 1989; MAYA & AZULAY, 2000). Além disso, trata-se de uma
reacdo enzimadtica, e varias substiancias presentes no material examinado podem inibir a

reacdo, levando a resultados falsos negativos (BUFFONE et al., 1991; KHAN et al., 1991).

Com base nos trabalhos pioneiros de DEMMLER et al. (1988) e de
SHIBATA et al. (1988), a técnica de PCR foi introduzida para diagnéstico da infec¢do pelo
HCMV, nos vérios grupos de risco para esta doenca. A escolha de “primers” para
amplificacdo requer o uso de seqiiéncias genOmicas que sdo altamente conservadas entre
HCMYV distintos. Esta escolha € fundamental para garantir, sensibilidade e especificidade

para o teste.

Varios trabalhos (DEMMLER et al., 1988; CASSOL, 1989; HSIA et al., 1989;
OLIVE et al., 1989; EVANS et al., 1997) tém sugerido, que a técnica PCR para diagndstico
da infeccao pelo HCMV produz resultados compativeis a cultura cldssica, atingindo 100%
de especificidade e 93% de sensibilidade, apresentando como vantagem, uma metodologia
mais rdpida. Em todos estes trabalhos, os resultados foram alcangados apds hibridagdo do
produto da amplificacdo simples, com sondas especificas marcadas com Ps3;. Uma
vantagem importante desta técnica em relacdo a detec¢do de antigeno estd na maior

facilidade de conserva¢dao do material MAYA & AZULAY, 2000).

Maior sensibilidade e especificidade foram alcancadas pela técnica de “Nested
PCR?”, utilizada por PORTER-JORDAN et al. (1990) e, BRYTTING et al. (1991). Esta

variacdo da PCR € uma técnica que amplifica uma seqiiéncia alvo em dois passos: na
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primeira amplificacdo, utiliza-se um par de “primers” especificos para um fragmento alvo
desejado; a partir do produto desta 1* reacdo, um novo par de “primers” € utilizado para
uma regido interna ao fragmento anterior, por isso o aumento da sensibilidade e
especificidade da reacdo. Além disso, a “Nested-PCR” permite um diagndstico mais rapido
que a PCR simples seguida da hibridagdo especifica (XU et al., 1993; BRAINARD et al.,
1994; FOX et al., 1995; EHRNST, 1996).

A antigenemia € outra técnica utilizada para o diagnostico do HCMV e resulta
na quantificacdo de nucleos de neutr6filos positivos, em um ensaio imunofluorescente, para
a fosfoproteina viral pp65. E um marcador indireto de infecgio ativa pelo virus; altos niveis
de antigenos sdo freqiientemente encontrados em pacientes com doenga por HCMV e
baixos niveis correlacionam-se com infec¢des assintomdticas (LANDOLFO, et al., 2003).
A desvantagem do método estd na necessidade de processamento imediato da amostra e
insuficiéncia de células em caso de neutropenia apds transplante de medula dssea, por

exemplo (BOECKH & BOIVIN, 1998).

1.8- Linhagens de Citomegalovirus Humano

As regides génicas do HCMV sado polimoérficas. Cépas epidemiologicamente
ndo-relacionadas sdo dnicas ao nivel de DNA (SHEPP er 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 linfécitos e células progenitoras hematopoiéticas, podendo ainda influenciar na
viruléncia das linhagens virais (VOGELBERG et al., 1996; HEBART et al., 1997,
WINGART et al., 1998). Estas caracteristicas também foram observadas em ratos

(FRIES et al., 1994; MEYER-KONIG et al., 1998).

As cépas podem ser agrupadas de acordo com as similaridades no DNA e
seqiiéncia de aminodcidos de certas regides polimoérficas do gene (RASMUSSEN et al.,
1997; SHEPP, 1998); as variacdes entre elas t€ém sido usadas como marcadores genéticos
em diversos estudos clinicos e consideram sua associagdo com a patogénese viral
(HEBART et al., 1997; TOROK-STORB et al., 1997; RETIERE et al., 1998; AQUINO &
FIGUEIREDO, 2000).
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Com a introdu¢do da PCR seguida da anédlise de restricio (PCR-RFLP), foi
possivel caracterizar a variabilidade genética do virus, tornando-se uma importante
ferramenta para estudos epidemioldgicos (CHOU, 1990; CHOU & DENNISON, 1991;
SOUZA et al., 1995; LASRY et al., 1996).

1.8.1-. Glicoproteina B (ULS55)

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

Certas regides do gene gB sdo altamente varidveis entre as diferentes cépas de
HCMYV, estando uma delas situada préxima ao sitio de clivagem da protease (entre os
aminoécidos 460 e 461) e estd envolvida no processo de fusdo com a célula hospedeira

(VOGELBERG et al., 1996).

Através de andlises por RFLP no gene que codifica a glicoproteina B, foi
possivel a distincio de pelo menos 4 genétipos gB (HEBART et al, 1997
TOROK-STORB et al., 1997). A genotipagem do HCMV foi também desenvolvida para
ser aplicada em estudos epidemioldgicos, determinando a freqiiéncia de reinfeccdo e
ajudando no entendimento da transmissdo viral (AUGUSTYNOWICZ &
DZIERZANOWSKA, 1998).

Mais recentemente, a técnica de SSCP (“Single Strand Conformation
Polymorphism”) tem sido utilizada para a caracterizacao viral, pois € capaz de discriminar,
em fragmentos de DNA do mesmo tamanho, variacdo em sua seqiiéncia. A técnica €
baseada na migracao das fitas de DNA que, quando desnaturadas, apresentam um padrao de
migracdo em gel de acrilamida alterado, em caso de variagdo genética (PALACIO &

DURAN-VILA, 1999). Além de fornecer padroes eletroforéticos conformacionais
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caracteristicos para os subtipos de HCMV descritos, a SSCP pode permitir a deteccao de
alteragdes na seqii€éncia alvo que ndo sdo reconhecidas pela endonuclease de restricdo e que
podem originar novas variantes virais (BINDER et al., 1999; ALBUQUERQUE &
COSTA, 2003).

Estudos revelam a prevaléncia de determinados genétipos entre os diferentes
grupos de pacientes imunocomprometidos estudados. TOROK-STORB et al. (1997),
descrevem em seu estudo com transplantados de medula éssea, a correlagao dos tipos gB3 e
gB4 com morte por mielossupressao, e risco reduzido de GVHD (doenca do enxerto contra
o hospedeiro) agudo de graus II a IV (TOROK-STORB et al., 1997). Nesse grupo de
pacientes, o subtipo gB1 foi encontrado mais comumente em pessoas que sobreviveram a

infeccdo pelo HCMV, com melhor prognéstico (FRIES et al., 1994).

Foi relatado por WADA et al. (1997), diferenca na distribui¢do das linhagens
do HCMV entre racgas. Eles descrevem a prevaléncia da gB2 na populacdo asidtica de
transplantados de medula 6ssea, enquanto em populagdes caucasianas o subtipo prevalente

foi o gB1.

A coinfec¢do com multiplos gendtipos gB em pacientes imunocomprometidos
estd associada com maior carga viral, maior prevaléncia de doenca por HCMV, e maior
grau de rejeicdo do 6rgdo, além disso, sdo freqiilentemente concomitantes a infec¢do com
outras herpesviroses (COAQUETTE et al.,2004). As diferencas observadas no tropismo e
viruléncia de diferentes gen6tipos gB podem ser determinadas pela proteina gB e de acordo
com as fungdes por ela exercidas. Devido ao tropismo viral e patogenicidade serem
freqiientemente ligados, os resultados apresentados por MEYER-KONIG et al. (1998)
evidenciam a hipétese de que a variabilidade genética em gB influencia a viruléncia do

HCMV.

1.9- Determinacao da Carga Viral

O potencial de investigacdes viroldgicas tem aumentado significativamente
seguido do desenvolvimento de técnicas quantitativas confidveis para diagndstico viral, e

deste ponto de vista, a tecnologia molecular quantitativa representa um importante
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marcador da virologia na década de 90 (CLEMENTI, 2000). E provivel a associacdo entre
a carga viral como marcador ou preditor para o desenvolvimento de doenca
orgao-especifica pelo HCMV (LIPSON et al., 1998; FERREIRA-GONZALEZ et al., 1999;
SIA et al., 2000). Além disso, a habilidade de quantificar a carga viral promete mudar o
modo de como a terapia antiviral € utilizada. Tem sido demonstrado que o aumento da
carga viral no plasma de pessoas com AIDS estd associado com risco para doenga por
HCMYV no sistema nervoso central. J4 em pacientes transplantados de medula 6ssea, ndao ha
evidéncias de que a determina¢do do nimero de cdpias viral no plasma possa ser utilizada

para monitoramento da profilaxia antiviral (ZAIA et al., 1997).

Metodologias para detectar e quantificar o virus ou componentes virais tém sido
desenvolvidas, entre elas: viremia — que quantifica a infec¢do pelo virus em leucécitos do
sangue periférico (PBL) apds cultivo em fibroblastos humanos; antigenemia — quantifica
uma proteina do HCMV (pp65) que € produzida em excesso durante a replicacdo viral e é
acumulada no nucleo dos neutréfilos 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 hibridacdo e PCR in
situ — para detecc¢do do acido nucléico viral em células ou cortes de tecidos e detec¢do do
menor nimero de copias virais em uma unica célula, respectivamente; e a determinacao dos
transcritos dos genes IE e L (mRNA) para detectar infeccdo viral ativa
(GERNA et al., 1998(b); GOOSSENS et al., 2000). No entanto, nenhuma delas,
1soladamente, tem oferecido resultados definitivos em relacdo a significancia clinica para o
monitoramento da infeccdo pelo HCMV e eficicia do tratamento antiviral precoce

(GERNA et al., 1998(a); BOECKH & BOIVIN, 1998).

Estudos baseados na viremia tém fornecido evidéncias claras que alteragdes na
carga viral durante as diferentes fases da infecc@o persistente podem ser eficientemente
avaliadas pela quantificacao do virus no plasma e que o aumento substancial na carga viral

pode estar relacionado com a progressao da doenga por HCMV (CLEMENTI, 2000).

GERNA et al. (1998a), concluiram em estudo, que a quantifica¢do através da
L-DNAnemia representa uma metodologia de escolha para o monitoramento da infec¢do

primdria em receptores de 6rgdos solidos, com resultados comprobatorios e consistentes da
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associacdo dos niveis encontrados com manifestacdes clinicas. Além do mais, o valor da
carga viral esta 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).

O método da antigenemia tem sido associado com alta sensibilidade e
especificidade para a deteccao precoce de doenca por HCMV (SIA & PATEL, 2000). As
desvantagens desta técnica sdo: a necessidade de processamento imediato das amostras para
se obter uma sensibilidade 6tima (SCHAFER et al., 1997), a variabilidade entre ensaios e
necessidade de um nuamero suficiente de leucdcitos para realizagdo do teste
(LIMAYE et al., 1997). Outros testes sdo baseados em ensaios de hibrida¢dao e métodos de
amplificacdo para a detec¢do precoce do DNA do HCMV. O PCR qualitativo tem pequeno
valor clinico e pode ndo discriminar entre infec¢do latente e infecc@o ativa causada pelo

virus (MONTE et al., 1996).

A mensuragdo da carga viral pela PCR quantitativa parece ser importante para o
diagndstico e progndstico de doenca por HCMV, para diferenciar entre infec¢do latente e
ativa e para o monitoramento da terapia antiviral. Métodos automatizados para padronizar a
deteccdo do HCMV por PCR podem aumentar a sensibilidade e reprodutibilidade
(MARTIN-DAVILA et al., 2005).

A PCR quantitativa em tempo real (RT-PCR) € uma técnica altamente precisa e
menos trabalhosa que outras metodologias quantitativas baseadas em PCR previamente
descritas, ndo necessita manuseio pds-reacdo, evitando potenciais contaminagdes com
produtos amplificados e sendo uma técnica mais rdpida e com melhor rendimento. A
RT-PCR utilizando o sistema TagMan gera um sinal pela clivagem de uma sonda
oligodeoxinucleotidica fluorogénica alvo-especifica durante a amplificacdo. Desta forma,

os produtos amplificados sdo quantificados durante a fase exponencial da reacao.

A metodologia de “real time” € considerada superior a outros métodos de PCR
quantitativos existentes, devido a acurédcia, simplicidade, rapidez e reprodutibilidade
(YOSHIDA et al., 2001). O valor resultante do ndmero de particulas virais € utilizado
como uma ferramenta para o monitoramento do tratamento antiviral, um determinante da

adequacdo do tratamento, e como preditor para doenca por HCMV (SIA et al., 2000).
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A escolha entre deteccao da carga viral em leucécitos ou em plasma permanece
controversa. E provdvel que a carga viral seja relativamente baixa no plasma, no entanto,
uma das razdes para a escolha deste tipo de material para a andlise quantitativa € de ordem
clinica, além de ser mais prético para transporte e nos procedimentos de preparacdo e mais
estaivel (HONG et al., 2004). Além disso, o tipo de hospedeiro e o tipo de doenca por
HCMYV podem influenciar a quantidade de DNA do virus em amostras de sangue de
sujeitos virémicos, por exemplo, pacientes com AIDS com retinite por HCMV t€m um grau
de viremia significativamente maior que sujeitos com doenca visceral causada por HCMV

(BOIVIN et al., 1997).

A RT-PCR no plasma parece ser um marcador mais precoce e mais sensivel de
doenca causada pelo HCMV que em leucdcitos, no entanto tem menor sensibilidade e pode
tornar-se positiva mais tarde, em relacio ao PCR em leucécitos (NAJIOULLAH,

THOUVENOT & LINA, 2001).

A terapia preventiva é uma estratégia para evitar doenca por HCMV em
pacientes transplantados. Estd baseada na administragcdo de agentes antivirais apds o
transplante para individuos com marcadores bioldgicos que predizem doenca por HCMV,
além disso, o sucesso da terapia preventiva estd diretamente relacionado a bons marcadores

para replicagdo viral (MARTIN-DAVILA et al., 2005).

1.10- Resisténcia ao Agente Antiviral

Resisténcia viral parece ser um problema emergente em pacientes
transplantados e tem sido associada com aumento do ndmero de episddios virémicos
assintomaéticos e sintométicos, o inicio precoce da doenga por HCMV, perda do enxerto, e o
aumento do risco de morte. Devido as estratégias adotadas para prevencdo da infeccao pelo
HCMV e os diferentes regimes imunossupressivos usados pelos diversos centros e
considerando a heterogeneidade da populacdo transplantada, tem sido dificil avaliar,
precisamente, o surgimento da resisténcia viral a agentes antivirais (GILBERT & BOIVIN,

2005).
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O tratamento da infec¢do ativa causada pelo HCMV esté limitado aos agentes
antivirais Ganciclovir, Foscarnet e mais recentemente ao Cidofovir, Valgaciclovir e
Fomivirsen. Ganciclovir, um andlogo nucleosideo, foi o primeiro agente antiviral
virostatico com atividade comprovada contra o HCMV in vitro e in vivo. O principal efeito
colateral € a neutropenia e mielossupressdo, responsaveis pela interrupcdo no tratamento;
outros efeitos menos freqlientes sdo: plaquetopenia, alteracdes hepaticas, neuroldgicas e

renais (HIBBERD & SNYDMAN, 1995; COSTA, 1999; MAYA & AZULAY, 2000).

Duas técnicas diferentes, mas complementares, t€ém sido desenvolvidas para
avaliar a resisténcia do HCMV a drogas. Um dos métodos fenotipicos adotados € o ensaio
com cultura viral na presenca de varias concentracdes de um antiviral, realizado a fim de
determinar a concentracdo da droga que inibird uma porcentagem do crescimento viral.
Métodos genotipicos detectam mutacdes virais associadas a resisténcia a drogas, e estdo
baseados em andlise de restricdo e seqiienciamento dos genes virais envolvidos no processo

de resisténcia (GILBERT & BOIVIN, 2005).

Resisténcia antiviral tem sido apresentada como resultado de alteragdes em
duas enzimas codificadas pelo virus, a DNA polimerase viral (UL54) e a fosfotransferase
(UL97) (LURAIN et al, 1996). A manutencdo da terapia antiviral com Ganciclovir pode
originar cépas que apresentam mutacdes: 1- no gene UL97 (principalmente nos cédons 460,
520, e 591-607) que codifica uma fosfotransferase essencial para a monofosforilagdo do
antiviral; 2- no gene UL54 que codifica a DNA polimerase do HCMV (ZHOU et al, 1999;
BALDANTI et al., 2002).

Os quadros a seguir, adaptados de GILBERT & BOIVIN (2005), representam a
seqiiéncia esquemadtica dos genes UL97 e UL54, respectivamente, indicando as mutagdes
e/ou regides de maior freqiiéncia de mutacOes relacionadas a resisténcia aos agentes

antivirais.
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Mutagdes no gene UL54 que conferem resisténcia a agentes antivirais.

A proteina UL97 € um componente estrutural do virion com propriedades de
autofosforilacao, responsavel pela monofosforilacio do Ganciclovir nas células infectadas
pelo HCMYV e estd envolvida no mecanismo de resisténcia a este agente antiviral. Embora
tenha um papel importante no ciclo de replicacdo viral, a verdadeira funcdo desta proteina
nao estd completamente elucidada. Outra proteina envolvida no mecanismo de resisténcia é
a DNA polimerase viral (UL54), envolvida na atividade de polimerizacdo das polimerases

em geral (GILBERT & BOIVIN, 2005).
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Estudos correlacionam a carga de DNA viral e mutagdes associadas a
resisténcia com a apresentacdo clinica do paciente (BOIVIN et al., 1997; BOWEN et al.,
1998). GILBERT et al. (1998) relatou, em seu estudo, que estas mutagdes estdo associadas
a um considerdvel aumento na carga de DNA de HCMV no sangue e progressao da doenca

durante a terapia com Ganciclovir.

Linhagens resistentes ao Ganciclovir podem originar-se durante o tratamento
antiviral oral de pacientes transplantados e a utilizagdo de metodologias rapidas de detec¢ao
do virus resistente a droga € importante no fornecimento de bases para adocdo de

estratégias terapéuticas alternativas (BALDANTI et al., 1998).

CHOU et al. (1998) observaram a presenca de mutagdes tipicas para o gene
UL97 nos pacientes por eles estudados e concluiram que mais de 90% dos isolados clinicos
resistentes ao Ganciclovir tinham mutacdes nesse gene. Mutagdo somente no gene UL54
que confere resisténcia ao Ganciclovir é incomum, mas mutacdes nos dois genes podem

COEXIStir.

A prevencdo da infec¢do por HCMV ¢€ possivel para a maioria dos pacientes,
entretanto, algumas questdes relevantes devem ser consideradas: o valor preditivo da carga
viral para doenga por HCMV, resisténcia viral, além do custo e disponibilidade da terapia

preventiva (LEGENDRE & THERVET, 2000).
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Sabendo-se a importancia da identificacdo das linhagens de Citomegalovirus
Humano em pacientes imunocomprometidos, sua possivel relagdo com a infectividade e
apresentacao clinica; a relevancia da determinacao da carga viral em pacientes submetidos
a transplantes, bem como a detec¢do de linhagens resistentes ao tratamento antiviral, este
trabalho prospectivo avaliou pacientes transplantados de medula dssea em seguimento no

HEMOCENTRO/UNICAMP, tendo como objetivos principais:

1- Determinar a prevaléncia dos genétipos gB do Citomegalovirus Humano em
pacientes transplantados de medula 6ssea (TMO) em seguimento no

Hemocentro/UNICAMP e associa-los com a apresentacdo clinica da doenga;

2- Monitorar a terapia antiviral instituida através da determinacdo da carga viral

e surgimento de linhagens resistentes;

3- Correlacionar a presenca de mutacdes que conferem resisténcia ao
Ganciclovir com a carga viral do Citomegalovirus Humano e manifestacoes

clinicas nesses pacientes;

Objetivos
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De forma prospectiva foram analisadas 169 amostras de DNA extraido de
sangue periférico e 187 amostras de DNA extraido de soro de 22 pacientes transplantados
de medula dssea, em seguimento no Hemocentro da UNICAMP no periodo de fevereiro de
2003 a julho de 2004, diagnosticados com: Leucemia Miel6ide Cronica (LMC)®, Mieloma
Miltiplo (MM)?, Linfoma Nao-Hodgkin (LNH)’, Anemia Apldstica (AA)', Leucemia
Miel6ide Aguda (LMA)* e Linfoma Hodgkin (LH)>.

A confirmacdo laboratorial de infeccdo pelo HCMV foi realizada no
“Laboratério de Diagndstico de Doencgas Infecciosas por Técnicas de Biologia Molecular”,
através da técnica “Nested-PCR”. A tabela 01 mostra os pacientes estudados, com
distribuicao por sexo, idade, doenca de base, tipo de transplante e de enxerto e datas da
coleta das amostras. Os pacientes seguidos tinham em média 45 anos (as idades variaram

de 21 a 62 anos), 13 deles pertenciam ao sexo masculino e 9 ao sexo feminino.

Casuistica

73



Tabela 1- Caracteristicas dos pacientes incluidos no estudo.

Pac. N° Sexo Idade Doenca de Base Tipo Transpl Enxerto Coletas Sangue Coletas Soro
1 M 34 LMC alogénico MO -1, +32, +46,4+61, +75, +89, +104, +119, +137, 154 -1, +7, +14,+20, +32, +46, +61,+75, +89, +104, +119, +137,
+154

4 F 57 LMC alogénico CPP -1, +14,429, +47, +62, +77, 489, +105, +120, +140, -1, +7, +14,+429, +47, +62, +77, +89, +105, +120, +140, +154
+154

5 F 59 MM autélogo CPP +14, +29, +44, +64, +79, +93, +106, +123 +7, +14, +29, +44, +79, +93, +106, +123

6 M 40 LMC alogénico CPP 0, 421, +36, +42, +63, +69, +83, +111, +130, +139, 0, +7, +14, +21, +36, +42, +63, +69, +83, +111, +130, +139,
+156 +156

8 M 55 LNH autélogo CPP -3, +14, +35, +52, + 67, +80, +101, +116, +141, +7, +14, +35, +52, + 67, +80, +101, +116, +141, +156
+156

10 M 51 MM autélogo CPP 0, 49, +29, +44, +59, +74, +91, +106, +123, +140, 0, 49, +29, +44, +59, +74, +91, +106, +123, +155
+155

11 F 54 LNH autélogo CPP +29, +42, +57, +79, +120, +128, +146 +8, +15, +23, +29, +42, +57, +79, +120, +128, +146

12 LNH +26, +41, +69

13 M 59 MM autélogo CPP -3, 421, 435, +50, +67, +78, 493, +113, +121, +136 -3, +7, 421, +35, +50, +67, +78, +93, +113, +121, +136

14 F 21 AA alogénico MO -1, +20, +28, +41, +56, +64, +85, +127 -1, +13, +20, +28, +41, +56, +64, +85, +127, +154

15 M 27 LMA alogénico MO -1, +21, +48, +69, +104, +131, +146 -1, +7, +14, +21, +48, +69, +104, +131, +146

17 F 57 LMC alogénico MO -1, 420, +33, +48, +56, +71, +81, 498, +126, +141, -1, +8, +13, +20, +33, +48, +56, +81, +98, +126, +141, +159
+159

18 M 35 LNH autélogo CPP -1, +43, 462, +78, +94, +121, +142, +157, +168 -1, +8, +43, +62, +78, +94, +121, +141, +157, +168

19 F 44 LMC alogénico -1, +25, +40, +57, +68 -1, +6, +13, +25, +40, +57, +68

20 F 41 LMA alogénico CPP -1, +13, +26, +41, +61, +84, 499, +111, +118, +152 -1, +6, +13, +26, +41, +61, +84, +99, +118, +152

21 M 40 LNH autélogo CPP -1, +18, 425, +41, +60, +76, +95, +124, +144, +152 -1, +6, +18, +25, +41, +60, +76, +95, +124, +144, +152

22 LH

23 M 62 LNH autélogo CPP -1, +12, +55, +69, +83,+103, +118, +136 -1, +6, +12, 455, +69, +83,+103, +118, +136

24 M 27 LH autélogo CPP 0, +19, +46, +64, +81, +104 0, +8, +19, +46, +64, +81, +104

25 F 43 LMA alogénico CPP +28, +40, +57, +71 +28, +40, +57, +71

26 M 33 LMA alogénico -3, +17, 437, +58, +70

27 F 53 LMC alogénico MO -1, +14, +49, +67, +98

Legenda: M - Masculino; F — Feminino; LMC — Leucemia Mieldide Cronica; MM — Mieloma Muiltiplo; LNH — Linfima Nao-Hodgkin; AA — Anemia Aplastica; LMA — Leucemia Miel6ide Aguda;
LH - Linfoma de Hodgkin; MO — Medula Ossea; CPP - Células Progenitoras Periféricas. Dias da coleta: (-) dias antes do transplante; (0) dia do transplante; (+) dias pés-transplante.
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Os métodos utilizados para a detec¢do da presenca de CMV nos pacientes

estudados foram:
4.1- Extracao do DNA
Preparacdo das amostras:

As amostras de sangue periférico, recebidas em tubo com anticoagulante
(EDTA), foram processadas até cerca de 2 horas pds-coleta para separagdo do plasma, que

foi armazenado em freezer —80°C.
Lise das hemaicias:

As hemdcias (sedimentadas) foram lisadas com uma mistura de solucdes de
cloreto de aménio (NH4Cl) 0,144M - 5 vezes o volume de células e bicarbonato de amodnio
(NH4HCOs3) 0,0IM - 0,5 vez o volume de células. Apds quinze minutos em repouso a
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 leucdcitos submetido a etapa seguinte.
Lise de Leucdcitos:

Os leucdcitos foram lisados com lavagens de solucao TKM1 (Tris-HCl 10mM
(pH=7,6); KC1 10mM; MgCl, 10mM e EDTA 20mM), sendo centrifugados por 10 minutos
a 2.500 rpm, por duas vezes consecutivas, quando foram adicionadas 3 gotas de
Triton X-100 (Nuclear), na primeira lavagem. A segunda lavagem ndo continha nenhum
desses dois ultimos especificados; o sobrenadante foi descartado e apds essa etapa, foi
acrescentada, ao precipitado, a solugdo TKM?2 (0,8ml da solug¢do contendo Tris-HC1 10mM
(pH=7,6); KCI 10mM; NaCl 0,4 M; MgCl, 10mM; 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 5M. Nessa etapa o precipitado

foi descartado e o sobrenadante transferido para um tubo estéril.
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Precipitagao do DNA:

Ao sobrenadante foram adicionados 4,0 ml de etanol absoluto gelado (EtOH),
ocorrendo a precipitacio do DNA. O precipitado foi lavado em 1,0 ml de 4lcool 70%
gelado e a seguir foi centrifugado. Descartado o sobrenadante, o DNA precipitado foi seco
a temperatura ambiente e solubilizado com dgua 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 concentra¢do foi estimada em espectofotometro,
por meio do valor da densidade Optica em comprimento de onda de 260 nm.

(SAMBROOK, FRITSCH, MANIATS, 1989).

4.2- Amplificacao génica pela reacio em cadeia da polimerase (PCR), para deteccao

do CMV
Condigdes da reacdo:

A reacdo em cadeia da polimerase seguiu o método descrito por Saiki et al.
(1985 e 1988) com algumas modificacdes. Para a identificacdo do HCMV, a PCR foi
adaptada a partir de BRYTTING et al., 1991 e compreendeu na utilizacdo de 0,5 pl do
DNA alvo (cerca de 100ng) para um volume total de 20,0 pl de reacdo. Foram adicionados
2,0 ul do tampao da enzima 10X (50 mM de cloreto de potédssio, 10 mM de Tris-HCI
(pH 8,4)), 2,5 mM de cloreto de magnésio, 2,0 uM de cada “primer” MIE 4 e MIE 5, 200
mM de cada desoxirribonucleotideo (dATP, dCTP, dGTP e dTTP) e 0,04 unidades de Tag
DNA polimerase.

As condigdes de reacdo para a nPCR foram as mesmas utilizadas na 1* PCR.
Nesse caso, uma aliquota do produto da 1* reag@o foi usada como molde para amplificacdo

com o par de “primers” interno ao fragmento anterior (IE — “immediate early™). (tabela 2).
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Tabela 2- Seqiiéncia dos “primers” utilizados para a deteccdo do Citomegalovirus
Humano.
Nome Seqiiéncia Sentido *Localizacao
MIE 4 > CCAAGCGGCCTCTGATAACCAAGCC * “antisense” 171509
MIE 5 > CAGCACCATCCTCCTCTTCCTCTGG * “sense” 171075
IE 1 > CCACCGCTGGTGTCAGCTCC * “antisense” 171314
IE 2 > CCCGCTCCTCCTGAGCACCC ¥ “sense” 171172

Seqiiéncia de “primers” descrita por BRYTTING et al., 1991. * Localizacdo referente a cepa AD169
(ID: X17403).

Trinta ciclos foram realizados automaticamente em termociclador Robocycler

40 (Stratagene). Os ciclos foram precedidos por um periodo de desnaturacao inicial a 94°C

durante 5 minutos e no final, 7 minutos a 72°C para a extensao final.

Para a 1 reagdo, os ciclos de amplificacdo empregados para cada amostra

compreenderam:
e Desnaturacao: 94°C - 1 minuto;
) 30 vezes
e Anelamento: 55°C - 1 minuto;
e Extensio: 72°C - 1 minuto.

E para a “Nested-PCR” houve uma pequena alteragdo no ciclo de amplificacao:

e  Desnaturacao: 94°C - 40 segundos;
e Anelamento: 55°C - 40 segundos; 30 vezes
e Extensdo: 72°C - 1 minuto.
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Deteccao:

Cerca de 5,0ul do produto da nPCR acrescidos de 2,0ul do corante azul de
bromofenol, foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com brometo
de etidio e visualizados sob luz ultravioleta. Em amostras positivas observou-se um
fragmento de 159 pares de bases. Como controle positivo da reacdo, foi usada uma aliquota
do extrato viral da cépa ADI169 do HCMV; como controle negativo, uma amostra

certamente negativa para o virus e como branco de reacao, a dgua.

4.3- Amplificacao génica pela reacao em cadeia da polimerase (PCR), para a 3-globina

humana

Como controle interno de reagdo utilizamos a amplificacdo de um fragmento do
gene da -globina humana, seguindo o protocolo descrito por MIRANDA et al.(1997) com
algumas modificagdes. O fragmento obtido (771 pb) indicou que o DNA extraido era de
boa qualidade e nao houve inibi¢ao da reagao - resultado indispensavel para um diagndstico

seguro.

As condi¢des de reacdo utilizadas para a amplificagdo do gene da [-globina
foram as mesmas aplicadas para a deteccdo do HCMV. Os “primers” utilizados nessa

reacdo estdo descritos na tabela 03.

Tabela 3- Seqiiéncia dos “primers” utilizados para amplificagdo do gene da B-globina

humana.
Nome Seqiiéncia Sentido *Localizacao
P1 ¥ TCCTAAGCCAGTGCCAGAAG * “sense” 61976
P5 ¥ TCATTCGTCTGTTTCCCATTC * “antisense” 62746

Seqiiéncia de “primers” descrita por MIRANDA et al., 1997. * Localizagdo referente ao gene da -globina

humana localizado no cromossomo 11 (ID: U01317).
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Trinta ciclos foram realizados automaticamente em termociclador Robocycler
40 (Stratagene). Os ciclos foram precedidos por um periodo de desnaturacio inicial a 94°C

durante 5 minutos e no final, 7 minutos a 72°C para a extensao final.

e Desnaturagdo: 94°C - 1 minuto;

e Anelamento: 55°C - 1 minuto; 30 vezes

e Extensao: 72°C - 1 minuto.

O produto foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com

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

4.4- Normas aplicadas para se evitar contaminacao

A fim de se eliminar problemas de contamina¢do das reacdes, o que poderia

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

e O ambiente utilizado para a extracdo do DNA foi diferente daquele destinado

a amplificacdo da seqiiéncia alvo (PCR);

e As amostras a serem amplificadas foram manipuladas em bancada com fluxo

laminar, o que torna o ambiente estéril;
e Um outro ambiente foi utilizado para se realizar a eletroforese;

e Antes da abertura dos “eppendorffs”, foi efetuada rdpida centrifugacdo para
que a reacao contida no tubo ficasse concentrada na regido inferior evitando

sua dispersao por aerosol;

e Materiais utilizados (ponteiras e “eppendorffs”) eram novos e estéreis; para

manipulacdo da amostra, utilizamos ponteiras com filtro;

e Trocas constantes de luvas foram feitas durante todo o procedimento.
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4.5- Identificacao das linhagens de HCMV

A 1identificacdo das diferentes cépas do HCMV foi feita a partir do DNA de

pacientes que obtiveram nPCR positiva para a regido MIE do virus.
Condi¢des da reacdo:

Para a primeira reacdo utilizamos 0,5 pl (cerca de 100ng/ul) da amostra de
DNA HCMYV positiva para um volume total de 25,0 pl de reacdo. Foram adicionados 10%
do volume total de reacdo de Tampao 10X (50 mM de cloreto de potdssio, 10 mM de
Tris-HCI1 (pH 8,4)), 2,0 mM de cloreto de magnésio, 120 nM dos “primers” gB1319 e
gB1659 (Tabela 4), 200 mM de cada desoxirribonucleotideo (dATP, dCTP, dGTP e dTTP)
e 0,02 unidades de Tag DNA polimerase.

Tabela 4- Seqiiéncia dos “primers” utilizados para a amplificagdo da glicoproteina gB do

Citomegalovirus Humano.

Nome Seqiiéncia Sentido *Localizacao
gB 1319% > TGGAATTGGAACGTTTGGC * “antisense” 82174
gB 1659 > GCACCTTGACGCTGGTTTGG * “sense” 81812
gB 1604 ¥ GAAACGCGCGGCAATCGG * “sense” 81873

Os “primers” gB 1319 e gB 1604 foram descritos por CHOU, 1990; gB 1659 por VOGELBERG et al., 1996.
* Localizacdo referente a cepa AD169 (ID: X17403).#** O “primer” gB1319 foi utilizado para as duas

reagoes.

Para a 1* reagdo, trinta e cinco ciclos foram realizados automaticamente em
termociclador GeneAmp® PCR System 9600 (Applied Biosystems). Os ciclos foram
precedidos por um periodo de desnaturacdo inicial a 96°C durante 2 minutos e no final,

5 minutos a 72°C para a extensao final.
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O ciclo de amplificagdo para a 1* reagcdo compreendeu:

e Desnaturacio: 96°C - 30 segundos;
e Anelamento: 55°C - 30 segundos; 30 vezes
e Extensdo: 72°C - 1 minuto e 30 segundos.

Na etapa seguinte mantivemos a concentracdo dos reagentes para um volume
total de reacdo de 50,0 ul. Nesse caso, adicionamos 0,6 pl do produto da 1* PCR como

molde e o par de “primer” usado foi gB 1319 e gB 1604.

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

e Desnaturacio: 96°C - 30 segundos

e Anelamento: 60°C - 30 segundos; 35 vezes
e Extensio: 72°C - 1 minuto.

Deteccao:

Cerca de 5,0 pl do produto amplificado foi submetido a eletroforese em gel de
agarose 1,5% corado com brometo de etidio, visualizado sob luz ultravioleta e fotogratado

em sistema Polaroyd.
Andlise de Restrigdo (PCR-RFLP — “Restriction Fragment Length Polymorphism”):

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

Utilizamos as enzimas Hinf 1 e Rsa I, para a clivagem da regido gB (quadro 1).

Cerca de 8,0 ul do produto amplificado foi utilizado para a execugdo da reacdo
de digestdo, que continha também, 1,5 pl do tampdo da enzima 10X e 0,3 pl da enzima
(3 unidades) correspondente. Agua deionizada e estéril foi adicionada para completar o

volume de 15,0 pl e a mistura foi conduzida ao banho-maria a 37°C overnight.
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Os fragmentos produzidos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
1000 (Gibco-BRL) 2,0% corado com brometo de etidio, visualizado sob luz ultravioleta e

fotografado em sistema Polaroyd.

As diferentes linhagens de HCMV apresentam padroes de digestdo
caracteristicos (CHOU et al., 1990), que sdo considerados para a distingdo entre os

gendtipos de HCMV.

Quadro 1- Padrio de digestdo para a glicoproteina B de Citomegalovirus Humano

utilizando-se as enzimas Rsal e Hinfl.

gB1 gB2 gB3 gB4

Rsal  Hinfl Rsal Hinfl Rsal  Hinfl Rsal  Hinfl

—_— - — — _— -
— — —
239 202 239 202 195 202 195 202
66 67 63 100 63 97 66 67
36 41 44 36

4.6- PCR Quantitativa em Tempo Real

A técnica consiste no monitoramento optico da fluorescéncia emitida durante a
reacdo de PCR (HIGUCHI, FOCKLER et al., 1993), através da ligacio de uma sonda

especifica ou um corante, na fita recém sintetizada.

O primeiro passo a ser realizado foi a clonagem de DNA viral correspondente a
um fragmento do gene US17 (Tabela 5) para construcdo da curva padrdo com valores

pré-determinados de carga viral e se deu da seguinte maneira:
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Clonagem do produto da PCR

O produto amplificado foi ligado em vetor pGEM-T Easy Vector
(PROMEGA), conforme recomendacgdes do fabricante.

A 200,0 pul de células competentes dHS5a, acrescentou-se 5,0 pl da reacdo de
ligacdo e a mistura foi submetida as seguintes condi¢des: 20 minutos no gelo, 1 minuto
30 segundos a 42°C e imediata transferéncia para o gelo. A reacdo entdo foi misturada em
800,0 ul de meio liquido “SOC” (10mM de cloreto de magnésio, 10mM de sulfato de
magnésio, 20mM de glicose, triptona, extrato de levedura, cloreto de sédio, cloreto de
potdssio) e permaneceu sob agitacdo de 220 rpm a 37°C por 1 hora. Apds centrifugacio a
3000 rpm por 1 minuto, descartou-se 600,0 ul do meio; o restante foi ressuspendido e

150,0 pl foram utilizados para o plaqueamento.

Colonias de bactérias foram obtidas apds incubagio overnight a 37°C e coldnias
brancas (que possuem o inserto) foram coletadas e proliferadas em meio liquido

“CircleGrow” (Pharmacia), a 37°C a 120 rpm, overnight.

Em seguida, uma aliquota do sobrenadante foi submetida a amplificacdo
utilizando-se “primers” do vetor (M13 Forward e MI13 Reverse) para posterior
sequenciamento e confirmacdo da seqiiéncia inserida no vetor. A etapa seguinte foi a
purificagdo do produto clonado utilizando-se o kit Concert™ Rapid Plasmid Miniprep
System (Gibco-BRL) seguido da linearizacdo do produto com a enzima EcoRI e posterior

quantificagdo em espectofotometro (Nanodrop®).

Foi padronizada a concentracdo 6tima de “primer” e sonda a ser utilizada na
PCR quantitativa em tempo real, que deve ser a minima suficiente para permitir a
duplicagdo de todas as cOpias da seqiiéncia alvo presente na amostra. Utilizando a mesma
quantidade de amostra (uma diluicdo do produto clonado purificado) foram feitas reacoes
contendo cada um dos “primers” (forward e reverse) na concentragdo final de 150nM,
300nM, 600nM e 900nM. Considerando que se utilizou a mesma quantidade de amostra em
todas as reacoes, os Cts (Cycle Threshold — ciclo de amplificacdo) ndo deveriam variar. Se
o aumento da concentracdo de “primer” ocasionou diminuicdo no Ct, a quantidade deste
reagente na reagdo ainda era insuficiente. Assim, a concentracdo 6tima escolhida foi a

minima, associada ao menor Ct.
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Eficiéncia de reagdo

Utilizando a concentragdo 6tima de “primer” e sonda, foi determinada a
eficiéncia da reacdo. Para tanto foram realizadas reagdes com amostras diluidas em escala
logaritmica, cujos resultados geraram uma curva padrao Ct versus quantidade de amostra.
A eficiéncia de amplificacio é obtida a partir da férmula E = 1079 onde slope
corresponde ao coeficiente de inclinagdo da reta (PFAFFL, 2001), dado pelo programa

GeneAmp® 5700 SDS (Applied Biosystems).

As amostras de soro, previamente separadas, foram submetidas a extracdo de
DNA através do kit QIAamp® MinElute™ Virus Spin (Qiagen) seguindo as instru¢des do
fabricante. A reacdo de amplificagcdo em tempo real foi feita da seguinte maneira: 10,0 pl
da solu¢do de DNA extraida do soro, 300nM de cada primer (US17_F e US17_R -
(tabela 5), 300nM da sonda (tabela 5) , 12,5ul de tampao universal (Applied), para um
volume final de reacdo de 25,0ul, completados com dgua deionizada e estéril. O produto foi

entdo submetido as condi¢des de ciclagem:

Inativacdo do Anticorpo:  50°C — 2 minutos

e Desnaturagdo inicial: 95°C — 10 minutos
e Desnaturagdo: 60°C - 30 segundos

] 45 vezes
e Anelamento/Extensao: 60°C - 1 minuto

Tabela 5- Seqiiéncia dos “primers” e sonda utilizados para a PCR em Tempo Real.

Nome Seqiiéncia *Localizacao
US17_R > GCGTGCTTTTTAGCCTCTGCA * 205675
US17_F > AAAAGTTTGTGCCCCAACGGTA * 205525
Sonda “FAM- TgATCggCgTTATCgCgTTCTTGATC- TAMRA * 205566-205591

Primers e sonda descritos por MACHIDA et al., 2000. * Localizagao referente a cepa AD169 (ID: X17403).
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Os resultados foram entdo analisados através do GeneAmp 7500 Sequence
Detector System® Software (Applied Biosystems) em graficos de fluorescéncia versus
nimero de ciclos. O ciclo no qual se detecta fluorescéncia acima do limite basal
estabelecido (“threshold”) é denominado ciclo de “threshold” ou Ct. Quanto maior a carga
viral, ou seja, quanto mais cdpias virais existirem no inicio da reacdo, mais precocemente

ocorre a amplificacdo e, conseqiientemente, menor € o Ct.

4.7- Resisténcia a Agentes Antivirais

Foram estudados dois genes do Citomegalovirus Humano que conferem
resisténcia ao Ganciclovir: 1- gene UL97 (PHOS) que codifica uma fosfotransferase que é
essencial para a monofosforilacio do Ganciclovir; 2- gene UL54 (POL) que codifica a

DNA polimerase do HCMV.

Os “primers” utilizados para amplificacdo da regido de maior variabilidade do
gene da fosfotransferase estdo relacionados na tabela 06 e para o gene da polimerase viral
estdo na tabela 07. O produto amplificado foi submetido a eletroforese em gel de agarose
1,5% (Invitrogen), a seguir foi purificado com o kit GFX (Amersham/GE) e quantificado
em gel de agarose 1,5% utilizando um marcador de massa molecular (Low DNA Mass

Ladder — Invitrogen) para posterior seqiienciamento.

Tabela 6- Seqiiéncia de “primers” para deteccao de mutagdes relacionadas a resisténcia a

agentes antivirais para o gene da fosfotransferase (UL97) do HCMV.

Nome Seqiiéncia Sentido *Localizacao
1 PHOS_F* > GTTGGCCGACGCTATCAAAT ¥ “sense” 141797
2 PHOS_R ¥ GGTCCTCCTCGCAGATTATG ¥ “antisense” 142572
3 PHOS-R** ¥ CAGACGCTCCACGTTCTTTC ¥ “antisense” 142499

“Primers” descritos por PRIX et al., 1999. * Localizagao referente a cepa AD169 (ID: X17403). Os “primers”

marcados (**) foram utilizados na nPCR e também na reacdo de seqiienciamento.
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Tabela 7- Seqii€ncia de “primers” para detec¢do de mutagdes relacionadas a resisténcia a

agentes antivirais para o gene da DNA polimerase (UL54) do HCMV.

Nome Seqiiéncia Sentido *Localizacio
1POL_F > AAACATAGCCGCCACAGAACCC* “sense” 78718
2 POL_R** > ACGGCTGCCTCTCATGTTCTA * “antisense” 80443
1 POL_NF#* ¥ GCTGTCCGTCAAAGATGACACG * “sense” 78897
1 POL_R** ¥ GAAGTCCGATGACATTG ¥ “antisense” 79687
2 POL_NF: ¥ CCAAAGATCACACCCTCC®* “sense” 79559

“Primers” descritos por BALDANTI et al., 1998. * Localizacdo referente a cepa AD169 (ID: X17403). Os

“primers” marcados (**) foram utilizados na nPCR e também na reacdo de seqiienciamento.

Seqiienciamento das amostras e identificacdo de mutacdes para resisténcia ao

Ganciclovir:

O MegaBACE 1000, € um sistema de analise de DNA de 96 capilares com a
tecnologia Amersham Biosciences. As reacdes de seqiienciamento foram realizadas de
acordo com o protocolo para o MegaBACE 1000, utilizando o DYEnamic ET Dye

Terminator Cycle Sequencing Kit (com Thermo Sequenase™ II DNA Polimerase).

A amplificacdo para seqiienciamento automatizado foi realizada com o
DYEnamic™ Terminator Cycle Sequencing Kit (MegaBACE™) (Amersham Pharmacia
Biotech, Inc Cleveland, Ohio, USA). Para esta reacdo foi utilizado cerca de 30 ng do
produto de PCR purificado, quantificado através de gel de agarose 1,5% utilizando um
marcador de massa molecular (Low DNA Mass Ladder - Invitrogen), 3 uM de iniciador
sense e anti-sense (em reagdes separadas), 4 pl da solu¢do DYEnamic ET Reagent Premix e
dgua deionizada estéril (volume final 15,0 pl). A reagdo, distribuida em placa prépria para
seqlienciamento, foi protegida da luz com papel de aluminio. Em termociclador
(GeneAmp® PCR System 9600 — Applied Biosystems), as amostras foram submetidas a

desnaturagdo inicial de 96°C por 2 minutos seguido do ciclo:
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e Desnaturacio: 96°C - 20 segundos
e Anelamento: 57°C - 15 segundos; 3() vezes

e Extensao: 60°C - 1 minuto

O produto da reacdo de seqiienciamento foi precipitado adicionando-se 2,0ul de
acetato de amonio 7,5M e 50,0ul de etanol absoluto aos 15,0ul de reagdo, com posterior
homogeneizacdo. Apds incubacdo por 15 minutos em temperatura ambiente protegido da
luz, a placa foi centrifugada a 4000 rpm por 30 minutos. O sobrenadante foi removido por
inversdo e a seguir foram adicionados 100,0 ul de etanol 70%. Posteriormente o material foi
centrifugado a 4000 rpm por 15 minutos. Novamente o sobrenadante foi desprezado por
inversdo tomando-se o cuidado de ndo remover o pellet. Para completa remocado do etanol,
a placa foi submetida a centrifugacdo invertida a 200 rpm por 6 segundos e finalmente
aquecida em termobloco a 65°C por 5 minutos para a secagem das “wells”. Para a
eletroforese, foi adicionado 10,0ul de loading buffer, uma mistura de formamida
deionizada, 25mM EDTA (pH 8,0) em cada “well”. As amostras foram homogeinizadas,
aquecidas a 65°C por 3 minutos e colocadas em gelo para, a seguir, serem submetidas a

eletroforese em seqiienciador automatizado.

O gel para a eletroforese € 0 MegaBACE Long Read Matrix com poliacrilamida
linear (LPAAs), as condi¢des de eletroforese foram as seguintes: voltagem de inje¢do da
amostra — 3 KV, tempo de inje¢do da amostra 60 segundos, voltagem de corrida — 9 KV,

tempo de corrida 90 minutos, poténcia do Laser — 40 mW.

Ap6s eletroforese, o Software MegaBACE analisou as seqiiéncias e as amostras
foram alinhadas e comparadas a cepa AD169 do HCMV (GI: X17403) através do programa
BLAST 2 SEQUENCES (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi).
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5- RESULTADOS
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5.1- “Nested-PCR” para amplificacao do gene da glicoproteina B

Das 169 amostras de DNA extraidas de sangue periférico, 47 apresentaram
positividade para a nPCR para as regidoes MIE e IE do HCMV. Estas amostras foram
selecionadas e amplificadas para a regido da glicoproteina B para posterior genotipagem

(Figura 4). As amostras positivas para a nPCR estao representadas no Anexo O1.

300 pb

Figura 4- Amplificacdo de 300 pb do DNA do HCMV com os “primers” gB1319 e
gB1604 .

Legenda referente a figura 4:
M — marcador de peso molecular (Ladder 100 pb; Gibco-BRL, USA);
C" - controle positivo para a reacdo (cépa AD169);
1 e3 - nPCR positivo para gB;
2 - nPCR negativo para gB;

B - branco de reacdo (H>0).
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A andlise de restricdo através da PCR-RFLP permitiu identificar padrdes
eletroforéticos distintos, caracterizando os genétipos virais e estdo representados na

figura 5:

gB2/gB3 gB3 gB1 gB2

239 202 195 202 239 202 239 202
195 97 63 97 66 67 63 100
66 (63) 67 41 36
41 36

Figura 5- Padroes de digestao (gB) encontrados para as amostras analisadas.

Legenda referente a figura 05:

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

r — padrdo de digestdo para a enzima Rsal;

h — padrdo de digestdo para a enzima Hinfl.
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Das 47 amostras HCMV-positivas, 42 foram genotipadas e a freqiiéncia de

distribui¢ao dos subtipos virais esta descrita no gréfico 1.

Genotipos  Freqiiéncia (%)

gB1 46,8 (22)
gB2 12,8 (6)
gB3 23,4 (11)
gB2/gB3 6,4 (3)
ND 10,6 (5)

Freqiiéncia (%)

gB1 gB2 gB3  gB2/gB3 ND

Genotipos

Onde ND refere-se a amostra ndo genotipada pela ndo amplificagdo para a regido alvo (gB).

Grafico 1- Freqiiéncia dos genétipos gB entre as amostras HCMV positivas incluidas no

estudo.
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Levando-se em consideracdo a distribuicao dos gendtipos entre os 22 pacientes

incluidos no estudo, observamos a freqiiéncia descrita no grafico 2.

Genotipos  Fregqtiéncia (%)

9Bl 318 (7)
gB2 18,2 (4)
983 13,63 (3)
gB2/gB3 9,1(2)
ND 13,63 (3)
PCR- 13,63 (3)

Freqiéncia (%)

gB1 gB2 gB3 gB2/gB3 ND PCR-

Genotipos

Onde ND refere-se a amostra nao genotipada pela ndo amplificagdo da regido alvo (gB); PCR- refere-se “a
amostra de pacientes que nao apresentaram positividade para o HCMV ao diagnéstico.

Griéfico 2- Freqiiéncia dos gendtipos gB entre os pacientes incluidos no estudo.
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Para avaliarmos a possivel relagdo entre os gendtipos e o quadro clinico
apresentado pelo paciente, propusemos uma simbologia das caracteristicas descritivas da
gravidade na apresentacdo clinica do paciente em relagdo ao periodo coletado (Tabela 8),

cuja sinalizagcdo indica maior ou menor gravidade das manifestacoes clinicas.

Tabela 8- Principais manifestagdes clinicas observadas nos prontudrios dos pacientes.

Gravidade  Quadro Clinico (Prontudrios)

+ Esofagite, gastrite, enterocolite, hepatite, pneumonia e retinite - comprovacdo através de

bidpsia, citologia, cultura, PCR, antigenemia.

H+

Febre, anemia, diarréia, quadro suspeito de infec¢cdo por CMV, mas sem comprovagdo. Melhora
pos-tratamento com Ganciclovir, co-infec¢cdo com outros patégenos.
- CMYV assintomdtico no periodo de coleta da amostra. Apresentacdo clinica causada por outros

patégenos: HIV, HAV, HBV, HCV, HSV, sifilis, pneumonia bacteriana.

A andlise dos prontudrios foi possivel para 18/22 pacientes; 3 pacientes
incluidos no estudo ndo apresentaram positividade para o HCMV ao diagndstico
(regido MIE), portanto nao genotipados, e 3 pacientes que foram diagnosticados pela nPCR
como positivos, nao amplificaram para a regido da glicoproteina B (gB). Sendo assim, os

resultados obtidos para 16 pacientes genotipados sdo observados no gréafico 3.
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6ravidade gB1 gB2 gB3 gB2/gB3

+ 1 1 1 0
- 4 1 0 2
+ 2 0 1 0
SP 2 1

(@)}

D

N° Amostras
N

o

gB1 gB2 gB3 gB2/gB3

B+0-0+

Grifico 3- Associacdo gendtipo gB de HCMV X apresentacdo clinica. As amostras sem

prontudrio (SP) ndo estdo representadas no grafico.

Os resultados obtidos sugerem que apesar do pequeno nimero de pacientes
avaliados, pode-se perceber que nos pacientes transplantados de medula éssea estudados, os
gendtipos gB1 e mistura de linhagens gB2/gB3 tendem a se relacionar a melhores

progndsticos, enquanto o gendtipo gB3 parece estar ligado a quadros clinicos agravados.
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5.2- Quantificacao da Carga Viral - PCR em Tempo Real

Foram analisadas para a determinacdo da carga viral 96 amostras de DNA
extraido do soro de 12 pacientes transplantados de medula 6ssea incluidos no estudo

(Anexo 1). Os resultados estao representados nos graficos a seguir:
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Grafico 4- Resultados obtidos para as amostras que apresentaram positividade para as
metodologias aplicadas: (A) PCR em tempo-real, avaliacio de 96 amostras;
(B) nPCR em DNA de sangue periférico, avaliagdo de 169 amostras; (C) nPCR

em DNA de soro, avaliacdo de 171 amostras.
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Grafico 5- Resultados obtidos entre as metodologias aplicadas,
consideragdo o ndmero total de amostras — 197 amostras incluidas.(A) PCR
em tempo-real; (B) nPCR em DNA de sangue periférico; (C) nPCR em

DNA de soro. Onde NR = Niao-Realizada, amostras onde a metodologia

aplicada nao foi realizada.

levando-se em

RESULTADO RT-PCR nPCR - Sangue nPCR - Soro
POS 19 45 7
NEG 77 124 164
NR 101 28 26
TOTAL 197
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Delta Bn vs Cycle

1.0e+001

1.0e+000

1.0e-001

1.0e-002 1

Delta Bn

1.0e-003

1.0e-004
B M 13151719 2 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45

Cycle Murnber

Standard Curve

Slope: -3.434087

Intercept: 38257950

F2: 0.339306

Figura 6- (A) Curva de amplificacdo das amostras e padrao. (B) Curva padrio e eficiéncia
da reacdo, dada pela férmula: E=10"""P%; 2 = 100% eficiéncia ; entdo E=97,8%.;

r = linearidade do método; intercept = Ct onde detectariamos uma particula viral.
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Os graficos a seguir representam o seguimento dos pacientes avaliados pelas técnicas RT-PCR, nPCR sangue e nPCR soro.

Os dois pacientes que nao estdo representados, ndo apresentaram resultados positivos em nenhuma das metodologias aplicadas.
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Figura 07- Gréficos representando o seguimento dos pacientes.

Os resultados da RT-PCR s@o dados em nimero de cdpias virais por ml de amostra inicial (200ml de soro). Para a nPCR
sangue € nPCR em soro, os resultados sdo expresso como positivo e negativo. No entanto, para visualizarmos as trés metodologias
aplicadas simultaneamente durante o seguimento dos pacientes, adotamos a simbologia 0 para amostras que apresentaram resultados

negativos para as nPCRs e um valor, dependendo da escala aplicada ao gréfico, para as amostras positivas.




5.3- Resisténcia a Agentes Antivirais

e Gene da Fosfotransferase Viral (UL97)

703 pb

Figura 8- Amplificagdo de 703 pb do DNA do HCMV com os “primers” 1PHOS F e
3PHOSR (produto da “Nested-PCR”).

Legenda referente a figura 08:
M - marcador de massa molecular (Low DNA Mass Ladder; Invitrogen)

1-8 — Amostras positivas amplificadas para a regido polimorfica do gene
da fosfotransferase viral, purificadas com o kit GFX

(Amersham/GE) para posterior seqiienciamento.
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Tabela 9- Distribuicdo dos polimorfismos (X) e mutagdes (X) entre os pacientes

transplantados de medula Ossea, durante seguimento. Alguns pacientes

apresentaram polimorfismos entre as diferentes coletas, no entanto ndo foram

observadas mutacdes que pudessem estar relacionadas com resisténcia a

agentes antivirais. Todos os pacientes receberam Acyclovir profilatico. Os

pacientes marcados com * receberam tratamento/manutencao com Ganciclovir.

Pacientes Gravidade Genotipo Alteracoes UL97(aa) Alteracoes UL54 (aa)
1ILMC - gBl 503 318, 594, 657, 663, 996, 1053,
1062, 1131, 1260, 1308, 1329,
1377, 1398, 1464, 1551
4LMC + gB3 503, 557, 598, 618 488, 501, 393, 588,
198, 179
SMM SP gB2 ND NA
6LMC - gB1 503,553, 579, 598, 634, 456 ND
8LNH* + PCR- PCR- PCR-
10MM* SP ND 503, 557, 598, 618 NA
11LNH - gB2/gB3 470, 503, 525, 531, 598, 487, 543, 605 ND
12LNH SP ¢B3 470, 503, 525, 531, 598, 535, 605 435,443, 419, 401, 365, 140
13MM - gBl1 503, 553, 579, 583, 598, 634, 496 ND
14AA - gB2/gB3 ND ND
1SLMA* + gBl 503, 557, 598 NA
17LMC* + gB3 503, 557, 598 ND
18LNH - ND ND ND
19LMC - gB1 503, 553, 579, 598, 634 ND
20LMA - PCR- PCR- PCR-
21LNH - ¢B2 NA NA
221 Sp gB2 503, 557, 598, 589 NA
23LNH + ND ND ND
24LH* + gB1 503, 598 365, 419, 420, 459, 488, 517
25LMA* + gB1 503, 598, 574 420, 459, 480, 517, 347, 365,
413,394, 342,391, 451
26LMA - PCR- PCR- PCR-
27LMC* + gB2 632, 456 517, 515, 488, 459, 447
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Figura 9- Cromatogramas representando o seqiienciamento automatizado para uma regido do gene

UL97. (A) Seqiiéncia laboratorial utilizada como controle positivo na reagdo (AD169);

(B) Representantes das mutagdes encontradas em nossa casuistica.
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Figura 10- Cromatogramas representando o seqiienciamento automatizado para uma regido do gene UL97. (A) Seqiiéncia
laboratorial utilizada como controle positivo na reacdo (AD169); (B) Representantes das mutacdes encontradas

em nossa casuistica.
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Figura 11- Cromatogramas representando o seqiienciamento automatizado para uma regido do gene UL97. (A) Seqiiéncia
laboratorial utilizada como controle positivo na reacdo (AD169); (B) Representantes das mutacdes encontradas em

nossa casuistica; (C) Seqii€ncia reversa para a mutacdo S631L, representado na figura B.



Além das 9 mutagdes, outros 16 polimorfismos foram identificados para o gene

ULD97, e estao listados na tabela a seguir:

Tabela 10- Polimorfismos identificados através de seqiienciamento automatizado para o

gene UL97 do HCMV:

Posicao no Gene Codon Alteracao Aminoacido
1368 456 C-T D
1410 470 C-T N
1509 503 T-C G
1527 509 C-T P
1575 525 C-T P
1591 531 C-T L
1657 553 C-T L
1671 557 T-C G
1722 574 C-T D
1737 579 C-T G
1749 583 G-A L
1794 598 T-C G
1809 603 C-T C
1854 618 C-A G
1896 632 C-T H
1902 634 G-A L

Resultados

110



o Gene da DNA Polimerase Viral (UL54)

790 pb* [ P R ——
— ken 598 pb**

Figura 12- Produto da “Nested-PCR” para 2 regides do gene da DNA polimerase viral;
*790 pb do DNA do HCMV com os “primers” 1POLNF e 1POLR, **598 pb
do DNA do HCMYV com os “primers” 2POLNF e 2POLR.

Legenda referente a figura 12:
M - marcador de massa molecular (Low DNA Mass Ladder; Invitrogen)

1-6 — Amostras positivas amplificadas para a regido polimorfica 1 do gene da
DNA polimerase viral, purificadas com o kit GFX (Amersham/GE)

para posterior seqiienciamento.

7-9 - Amostras positivas amplificadas para a regido polimorfica 2 do gene da
DNA polimerase viral, purificadas com o kit GFX (Amersham/GE)

para posterior seqiienciamento.
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Figura 13- Cromatogramas representando o seqiienciamento automatizado para uma regiao do
gene UL54. (A) Seqiiéncia laboratorial utilizada como controle positivo na reacao

(AD169); (B) Representantes das mutagdes encontradas em nossa casuistica;




Além das 5 mutacdes, outros 30 polimorfismos foram identificados para o gene

da DNA Polimerase viral (UL54):

Tabela 11- Polimorfismos identificados através de seqiienciamento automatizado para o

gene UL54 do HCMV:

Posicao no Gene Codon Alteracao Aminoacido
318 106 G-A Q
393 131 G-A G
420 140 A-T T
588 196 C-T S
594 198 T-C Y
657 219 C-T A
663 221 A-G K
996 332 G-A G
1041 347 G-A G
1053 351 T-C T
1062 354 T_C G
1095 365 T-C F
1131 377 G-A v
1170 390 G-T L
1203 401 G-A P
1239 413 C-T D
1257 419 G-A T
1260 420 T-C R
1305 435 G-A L
1308 436 T-C P
1329 443 C_T F
1341 447 C-T S
1377 459 T-C A
1398 466 C-T N
1439 480 G-A G
1464 488 T-C p
1491 497 C-T P
1503 501 C-T L
1545 515 C-T D
1551 517 T-C S
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O Citomegalovirus humano € um herpesvirus cosmopolita e que geralmente
produz infeccdo persistente e assintomatica durante toda a vida. No entanto, em individuos
que sdao imunologicamente comprometidos ou que t€ém um sistema imune imaturo
(transplantados, portadores do HIV, pacientes submetidos a quimioterapia, portadores de
doenca auto-imune e recém-nascidos) o HCMV € o mais freqiiente patdgeno oportunista,
podendo gerar inimeras manifestacdes clinicas, que variam desde uma doenga com pouca
repercussdo clinica at€ uma que envolve risco de vida (DARLINGTON et al., 1991;

LEHNER, STAMMINGER & MACH, 1991; NAVARRO et al., 1997).

E um dos mais importantes patégenos que acometem o0s pacientes
transplantados de medula 6ssea, podendo causar diversas complicagdes que incluem

hepatite, doenga gastrointestinal, € pneumonia intersticial (ERICE et al. 1998).

Sabe-se que as manifestacdes clinicas causadas por infeccdo pelo HCMV
podem ser decorrentes da variabilidade genética entre as diferentes linhagens do virus
(LEHNER, STAMMINGER & MACH, 1991). Acredita-se que algumas linhagens tém
preferéncia por infectar determinados 6rgaos ou tipos celulares, que sao mais virulentas ou
mais imunossupressoras que outras, ou ainda que tém uma probabilidade maior de
contribuir para a rejeicdo do 6rgdo, em casos de transplante (BINDER et. al., 1999). Essas
variagdes ocorrem, geralmente, em regides génicas altamente conservadas e
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
distingdo entre as c€pas e avaliar sua associagio com a patogénese viral

(RETIERE et al., 1998).

As glicoproteinas do envelope dos herpesvirus podem ser alvos para anticorpos
de neutralizacdo contra o virus, controlam a entrada viral e tém papel importante na
disseminagdo do virus entre as células do hospedeiro (RASMUSSEN et al., 1997). Regides
varidveis, especialmente nas glicoproteinas B (gB) do envelope do HCMV, tém sido
extensivamente estudadas, através de técnicas que envolvem biologia molecular, para
caracterizar as diferentes linhagens do virus e sua possivel relacdo com a gravidade de
expressdao de doenca em diversos grupos de pacientes (CHOU, 1990; CHOU &
DENNISON, 1991; FRIES et al., 1994; SHEPP et al., 1998; ROSEN et al., 1998;
MEYER-KONIG et al., 1998 e 1998(2); GILBERT et al., 1999; BINDER et al., 1999).
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A metodologia geralmente aplicada para a distingdo entre os subtipos de CMV
¢ a PCR-RFLP (CHOU, 1990; CHOU & DENNISON, 1991; FRIES et al., 1994), que
através de um tratamento com endonucleases de restricao, o produto da PCR € clivado em
fragmentos de diferentes tamanhos e o perfil da digestdo € determinante das linhagens.
SHEPP et al. (1998) em seus estudos para a mesma regido, caracterizaram um quinto
gendtipo. Recentemente, TRINCADO et al. (2000), encontraram em um grupo de criangas

com infeccao congénita por HCMV, dois novos genétipos virais (gB6 e gB7).

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

dos diversos gen6tipos do HCMV (BONGARTS et al., 1996).

Diferente do resultado obtido anteriormente em estudo retrospectivo em
populacdo transplantada de medula 6ssea (ALBUQUERQUE & COSTA, 2003), o gen6tipo
gB1 foi o mais freqiiente encontrado nesse trabalho (22:47). Embora a correlagdo do
subtipo com a clinica apresentada pelo paciente ndo tenha sido estatisticamente possivel,
percebemos uma tendéncia na correlacio do gendtipo 3 com apresentacdo clinica mais
grave. Da mesma forma, o genétipo gB1, bem como mistura de cepas parecem estar

relacionados a um quadro clinico mais brando.

Os resultados apresentados corroboram os dados da literatura quanto a
prevaléncia do subtipo 1 na populacio alvo. TOROK-STORB et al. (1997) e
RASMUSSEN et al. (1997), descreveram a predominancia do gB1 em um grupo de
transplantados de medula 6ssea, e os dados por eles apresentados sugerem que as linhagens
gB3 e gB4 possam estar relacionadas com morte por mielossupressdo € menor risco de
GVHD aguda de graus II a IV. Outros autores (CHOU & DENNISON, 1991;
FRIES et al., 1994) também encontraram na populacdo transplantada de medula éssea
estudada por eles, maior freqiiéncia de linhagens de genétipo 1 e relacionaram-na com um
melhor progndstico da infeccio. WADA et al. (1997), em seus relatos, associaram a
prevaléncia do gB2 com populacdo transplantada de medula dssea de origem oriental e do
gB1 em caucasianos. Talvez as diferencas nas freqii€ncias genotipicas possam estar

relacionadas a variagdo na distribuicdo geogréfica dos subtipos.
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As propriedades conferidas a glicoproteina B do HCMV, como promover a
entrada e disseminacgdo viral nas células hospedeiras, provavelmente explicam as diferencas
observadas no tropismo e viruléncia dos genétipos gB (MEYER-KONIG et al., 1998).
Desta forma, as linhagens podem ser diferentes em sua habilidade de regular e interagir
com receptores da célula hospedeira relacionados ao processo de adesdao e fusdo
membranar, podendo caracterizar a prevaléncia de genétipos especificos em determinados

grupos de pacientes.

Sendo assim, ROSEN et al. (1998) detectaram um ndmero significativamente
maior da linhagem gB1 entre os transplantados hepaticos associados com episddios de
rejei¢do aguda, contudo, ndo houve diferenga na gravidade da rejei¢ao ou desenvolvimento
de rejeicdo cronica entre pacientes com genoétipos diferentes, conclusdes obtidas também
por BINDER er al. (1999). Estudos avaliando doenca por HCMV em receptores de
transplante renal também ndo encontraram correlacdo entre o gendtipo gB e doenca

associada ao virus (CHOU & DENNISON, 1991; ROSEN et al., 1998).

SHEPP et al. (1996) sugerem em estudo com pacientes portadores da AIDS,
forte relacdo entre viremia e o gendtipo gB2 e o desenvolvimento de retinite causada pelo
HCMYV, mais um indicador de que diferencas na viruléncia ou tropismo entre as linhagens

podem também ter um papel importante na expressao da doenca.

A coinfec¢do com mais de um gendtipo do HCMV € um evento ndo muito raro.
Encontramos, em nossa casuistica, mistura de linhagens somente entre os gendtipos gB2 e
gB3, com tendéncia a relacionar-se com melhor progndstico clinico. No entanto,
COAQUETTE et al. (2004), observaram que a infeccdo com multiplos gendtipos gB em
pacientes imunocomprometidos estd associada com maior carga viral, alta prevaléncia de
doenca por HCMV e alta incidéncia de rejeicdo do enxerto; além disso, perceberam que
geralmente a presenca de multiplos genétipos gB favorece a infec¢cdo com outras viroses.
Um estudo com receptores de 6rgaos sdlidos, realizados por HUMAR et al. (2003) nao
comprovou relagdo entre infeccdo com multiplos gendtipos gB e doenca por HCMV,
indicando que o gendtipo ndo influencia significativamente na cinética da carga do HCMV

ou resposta clinica a terapia.
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Em resumo, a determinacdo dos gendtipos da glicoproteina B (gB) como um
marcador prognodstico da infecgdo por HCMV, permanece controversa. A relacdo entre o
gendtipo, desenvolvimento de doenga sintomdtica ou tecido-invasiva e carga viral também
ndo tem sido comprovada. No entanto, a determinacao da carga viral pode estar relacionada
com a progressdao da doenca por HCMV e niveis significativos variam dependendo do

grupo de pacientes estudados e tipo de amostra analisada.

Muitos autores concordam que a utilizacdo de metodologias de avaliacdo da
carga viral, em pacientes imunocomprometidos, representa um parametro valioso para o
monitoramento da infeccdo pelo HCMV e tratamento antiviral (SHIBATA et al. 1992;
GERNA et al. 1995; BAILEY et al. 1995; RASMUSSEN et al. 1995;
ARRIBAS et al. 1995; BADLEY et al. 1996).

Um método quantitativo que tem sido utilizado para monitorar efetivamente os
niveis da infec¢do pelo HCMYV € a antigenemia, numa estratégia preventiva para controlar a
infeccdo. Entretanto, alguns fatores limitam a sua utilizacdo: o processamento da amostra,
que deve ser feito em poucas horas pds-coleta e o numero requerido de células para o teste

(alta prevaléncia de leucopenia entre os pacientes transplantados de medula dssea).

O procedimento PCR em Tempo Real permite que os pacientes infectados pelo
HCMYV sejam monitorados mais eficientemente pela quantificacdo dos produtos da PCR na
amostra; € considerado ser superior a qualquer outro método quantitativo de PCR na

acurdcia, simplicidade, rapidez e reprodutibilidade.

Aplicamos a RT-PCR para o monitoramento da infeccio por HCMV em
96 amostras, de DNA extraidos de soro, de 12 pacientes transplantados de medula éssea

seguidos até o dia 100 pos-transplante.

Cerca de 20% (19:96) das amostras avaliadas tiveram a RT-PCR positiva e o
nimero de copias virais detectados foi de 0,1 — 100 copias/ml. De acordo com LI et al.,
2003, o valor de corte para limiar de tratamento para pacientes com baixo, intermedidrio e
alto risco para desenvolvimento de doenca por HCMV, ¢ de 1000, 4000 e 10000 cépias/ml,
correspondendo aos valores de 1-2, 10 e 50 células positivas por 2X10° leucécitos,

respectivamente.

Discussdo

120



A baixa carga viral detectada em nossa casuistica pode estar relacionada ao
tratamento profildtico dos pacientes com Acyclovir e também a institui¢do da terapia com
Ganciclovir precoce. O resultado positivo para a RT-PCR para HCMV ndo necessariamente
indica um risco real de desenvolvimento de doenca por HCMYV, e estes resultados sao
geralmente superestimados. Sabe-se que a RT-PCR em DNA extraido de leucdcitos,
fornece resultados compativeis com a Antigenemia, no entanto, se conseguirmos definir um
valor de corte preditivo para doenga por HCMV em amostras de DNA extraidos do soro
através da RT-PCR, estabeleceremos uma metodologia adequada para a utilizagdo
principalmente para monitoramento da adequagdo do tratamento, do tratamento antiviral e

como preditor de doenca.

Dessa forma, o monitoramento desta terapia implica ndo somente na andlise da
carga viral e de outros indices da expressdo viral, mas também a introducdo de testes de
sensibilidade as drogas. A avaliacdo dos niveis de viremia sozinha nio parece ser suficiente

para fornecer dados completos para informacao sobre a eficiéncia do tratamento.

Andlises genotipicas e fenotipicas podem indicar que o paciente foi infectado
com a mesma linhagem Ganciclovir-resistente no sangue, urina, e fluido cerebroespinhal;
essa linhagem pode ser associada a um aumento no nivel de DNA de HCMV no plasma, e
tanto o surgimento de linhagem resistente quanto o aumento nos niveis de DNA no plasma,

precedem o desenvolvimento de doencga relacionada ao HCMV.

Seqiienciamento automatizado, considerado padrdo-ouro para detec¢do de
mutacdes relacionadas a Resisténcia antiviral, foi utilizado nas amostras que confirmaram
diagndstico positivo e posterior amplificacdo dos genes UL97 e UL54. A resisténcia
antiviral tem sido apresentada como resultado de alteracdes em duas enzimas codificadas
pelo virus, a DNA Polimerase viral (UL54) e a Fosfotransferase (UL97), e ocorrem apds

periodos prolongados de terapia com Ganciclovir (3 meses de terapia cumulativa).

Para o Gene UL97, as mutagdes relacionadas com resisténcia ao Ganciclovir
estdo localizadas nas regides que englobam os codons 590 — 607, 466 e 521. Para o Gene
ULS54, as mutacdes associadas com resisténcia a drogas estdo localizadas nos cédons 304,

393, 406, 512, 691, 737, 751, 830, 834, 841, 961 e 972.
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Identificamos 9 mutacdes e 16 polimorfismos para o gene da fosfotransferase
(UL97). Apenas uma das mutagdes encontradas (D605SE) foi descrita anteriormente
(CHOU, 1999; LURAIN, 2002) e esta relacionada a sensibilidade ao Ganciclovir. Esta
variante foi identificada em seis amostras de dois pacientes que apresentaram clinicas
favordveis. As outras mutacdes estdo localizadas entre os c6dons 487 e 589. Com excecdo
da variante G589S, que estd proxima a uma regido onde ha varias mutacdes relacionadas a

resiténcia ao Ganciclovir, as demais estdo em regides onde ndo ha descricdo de mutacdes.

Dentre  os  polimorfismos, dois foram  descritos  anteriormente
(KOTTARIDI et al., 2003): 579 (C-T) que codifica uma Glicina, e que apareceu em 3 dos
14 pacientes, e o outro, 598 (T-C) que também codifica uma Glicina, apareceu em 12 dos
14 pacientes. O paciente 11 LNH, cujo genétipo gB € gB2/gB3, além da mutacdo D60SE,
possui outras 2 variantes: P487L e A543V, e de acordo com o prontudrio, a clinica
apresentada durante o seguimento foi considerada leve. Os polimorfismos UL97
localizados nos aminodcidos 553, 579 e 634, parecem estar relacionados ao genétipo gB1;

os demais nao demonstraram um padrdo de distribuicao entre os genotipos.

Para o gene da DNA Polimerase Viral (UL54), cinco mutacdes foram pela
primeira vez identificadas, 4 delas no paciente 25LMA: P342S, G391S, L394F, G4518S.
Estas mutacdes estdo localizadas na regido IV do gene UL54 e sdo freqiientemente
associadas com resisténcia ao Ganciclovir. Além de ter recebido Acyclovir profildtico, este
paciente recebeu tratamento por 7 dias com Ganciclovir, além de manutencdo, por
apresentar, durante seguimento, dois nPCRs positivos para HCMV. O prontudrio ndo refere

agravamento do quadro clinico e nem suspeita de doenga por HCMV.

A outra mutacdo € a P179L, presente na amostra do paciente 4LMC que
apresentou gendtipo gB3. Estéd localizada proxima a regido Exol no gene UL54 e ndo ha
relatos de ser relacionada a resisténcia. No entanto, além de 4 polimorfismos no gene UL97
e 5 no gene UL54, a mutagdo € a Unica variante que pode estar relacionada a resisténcia ao
Ganciclovir. O prontudrio ndo foi localizado, mas sabe-se que o paciente foi a 6bito por

HCMYV disseminado.
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Quanto aos polimorfismos, 30 variantes foram identificadas do c6don 106 ao
coédon 517, compreendendo as regides IV e d-region C do gene UL54; ndo ha relatos sobre

elas e também nao seguem um padrao de distribui¢do entre os genotipos.
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7- CONCLUSOES
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1- Determinou-se a prevaléncia do genétipo gB1 de HCMV em transplantados
de medula 6ssea em seguimento no Hemocentro — UNICAMP, e embora
sem comprovacdes estatisticas, percebeu-se a relacdo do gendtipo com

melhor progndstico;

2- Ainda com relagdo a genotipagem, observou-se, através dos prontudrios dos

pacientes, que o gendtipo gB3 pode estar relacionado com pior progndstico;

3- A RT-PCR no soro € um método adequado para avaliacio da carga viral em
pacientes transplantados de medula Gssea. E preciso, simples, rdpido e
reprodutivo. No entanto, para ser utilizado no monitoramento destes
pacientes, em relacdo ao tratamento antiviral, e como preditor de doenca

pelo HCMV, € necessdrio que se defina um valor de corte;

4- A RT-PCR no soro, apesar da baixa viremia, mostrou-se mais sensivel que a

nPCR no soro;

5- Identificaram-se 8 novas mutacdes para o gene da Fosfotransferase (UL97)
do HCMV e 14 polimorfismos ndo relatados anteriormente. Uma das
mutacdes identificadas pode estar relacionada a resisténcia ao Ganciclovir

por estar numa regido génica favoravel,;

6- Trés polimorfismos no gene UL97, observados com maior freqiiéncia,
podem estar relacionados ao gendtipo gB1. Sdo eles: 553 — Lisina (C-T),
579 — Glicina (C-T) e 634 Lisina (G-A), podendo se tornar marcadores para

subtipo viral;

7- Para o gene da DNA Polimerase Viral (UL54), identificaram-se 5 mutagdes
nunca antes descritas, localizadas na regidao IV do gene e que normalmente
estd associada com resisténcia ao Ganciclovir, sendo 4 em um unico
paciente. Além disso, foram identificados 30 polimorfismos ndo relatados

anteriormente;
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A determinacdo da carga viral é importante, mas ndo é o inico modo de se
avaliar a eficiéncia do tratamento. A avaliagdo de outros parametros moleculares como a
genotipagem, que permanece controversa na literatura, e provdveis genes e mutagdes
relacionadas a resisténcia do HCMV ao agente antiviral, sdo informagdes complementares e
que deverdo ser levadas em consideracdo no monitoramento dos pacientes transplantados

de medula 4ssea.
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ANEXO 1- Seguimento dos Pacientes Incluidos no Estudo;

149

| AMOSTRA  RT-PCR (cépias/mh) nPCR songue nPCR s AMOSTRA RT-PCR (cépias/mh) nPCR sangue nPCR =r°
01LMC -001 0 0 0 11LNH 042 38,4 POS POS
01LMC 007 0 NR 0 11LNH 057 0 0 0
01LMC 014 0 NR 0 11LNH 079 0 0 0
01LMC 020 0 NR 0 11LNH 120 0 0 0
01LMC 032 0 POS 0 11LNH 128 NR 0 0
01LMC 046 0 POS 0 11LNH 146 NR 0 0
01LMC 061 0,1305 POS 0 12LNH 026 NR POS NR
01LMC 075 0,885 POS 0 12LNH 041 NR POS NR
01LMC 089 0 0 0 12LNH 069 NR POS NR
01LMC 104 0,3555 0 0 13MM -003 0 POS 0
01LMC 119 NR POS 0 13MM 007 4,165 NR 0
01LMC 137 NR 0 0 13MM 021 1,055 POS 0
01LMC 154 NR 0 0 13MM 035 0 POS 0
04LMC -001 0 0 0 13MM 050 0 0 0
04LMC 007 0 NR 0 13MM 067 0 0 0
04LMC 014 0 0 0 13MM 078 0 0 0
04LMC 029 0 POS 0 13MM 093 0 0 0
04LMC 047 2,485 POS 0 13MM 113 NR 0 0
04LMC 062 104 POS POS 13MM 121 NR 0 0
04LMC 077 0,442 POS POS 13MM 136 NR 0 0
04LMC 089 1,12 POS 0 13MM 163 NR 0 0
04LMC 105 29 POS 0 14AA 000 NR POS 0
04LMC 120 NR 0 0 14AA 006 NR NR NR
04LMC 140 NR 0 0 14AA 013 NR NR 0
04LMC 154 NR 0 0 14AA 020 NR 0 0
05MM 007 NR NR POS 14AA 028 NR 0 0
05MM 014 NR 0 0 14AA 041 NR 0 0
05MM 029 NR 0 0 14AA 056 NR 0 0
05MM 044 NR POS 0 14AA 064 NR 0 0
05MM 064 NR 0 NR 14AA 085 NR 0 0
05MM 079 NR 0 0 14AA 127 NR 0 0
05MM 093 NR 0 0 14AA 154 NR NR 0
05MM 106 NR 0 0 15LMA -001 0 0 0
05MM 123 NR 0 0 15LMA 007 0 NR 0
06LMC 000 0 0 0 15LMA 014 0 NR 0
06LMC 007 0 NR 0 15LMA 021 0 0 0
06LMC 014 0 NR 0 15LMA 048 0 POS 0
06LMC 021 0 0 0 15LMA 069 12,75 POS 0
06LMC 036 0 0 0 15LMA 104 0 0 0
06LMC 042 0 POS 0 15LMA 131 NR 0 0
06LMC 063 0 POS 0 15LMA 146 NR 0 0
06LMC 069 0 POS 0 17LMC -001 0 0 0
06LMC 083 8,5 0 0 17LMC 008 0 NR 0
06LMC 111 0 0 0 17LMC 013 0 NR 0
06LMC 130 NR 0 0 17LMC 020 0,1385 0 0
06LMC 139 NR 0 0 17LMC 033 0 0 0
06LMC 156 NR 0 0 17LMC048 0 POS 0
08LNH-003 NR POS NR 17LMC 056 5,35 POS 0
08LNH 007 NR NR 0 17LMC 071 NR 0 NR
08LNH 014 0 0 0 17LMC 081 0 0 0
08LNH 035 0 0 0 17LMC 098 0 0 0
08LNH 052 0 0 0 17LMC 126 NR 0 0
08LNH 067 0 0 0 17LMC 141 NR 0 0
08LNH 080 0 0 0 17LMC 159 NR 0 0
08LNH 101 0 0 0 18LNH 000 NR 0 0
08LNH 116 NR 0 0 18LNH 008 NR NR 0
08LNH 141 NR 0 0 18LNH 043 NR 0 0
08LNH 156 NR 0 0 18LNH 062 NR POS 0
10MM 000 0 0 0 18LNH 078 NR 0 0
10MM 009 0,7 POS 0 18LNH 094 NR 0 0
10MM 029 0 0 POS 18LNH 121 NR 0 0
10MM 044 0 POS 0 18LNH 142 NR 0 0
10MM 059 0 0 0 18LNH 157 NR 0 0
10MM 074 0 0 0 18LNH 168 NR 0 0
10MM 091 0 0 0 19LMC 000 NR 0 0
10MM 106 0 0 0 19LMC 006 NR NR 0
10MM 123 NR 0 0 19LMC 013 NR NR 0
10MM 140 NR 0 NR 19LMC 025 NR 0 0
10MM 155 NR 0 0 19LMC 040 NR POS 0
11LNH 008 0 NR POS 19LMC 057 NR POS NR
11LNH 015 0 NR 0 19LMC 068 NR POS NR
11LNH 023 0 NR 0 20LMA -001 0 0 POS
11LNH 029 1,225 POS 0 20LMA 006 0 POS 0
Anexo




AMOSTRA _ RT-PCR (cbpias/mh nPCR sengue nPCR ser
20LMA 013 0 0 0
20LMA 026 1 0 0
20LMA 041 0 0 0
20LMA 061 0 0 0
20LMA 084 0 0 0
20LMA 099 0 0 0
20LMA 111 NR 0 NR
20LMA 118 NR 0 0
20LMA 152 NR 0 0
21LNH 000 NR 0 0
21LNH 006 NR NR 0
21LNH 013 NR NR NR
21LNH 018 0 POS 0
21LNH 025 0 0 0
21LNH 041 8,4 POS 0
21LNH 060 0 0 0
21LNH 076 0 0 0
21LNH 095 0 0 0
21LNH 124 NR 0 0
21LNH 144 NR 0 0
21LNH 152 NR 0 0
23LNH -001 0 0 0
23LNH 006 0 NR 0
23LNH 012 0 0 0
23LNH 055 0 0 0
23LNH 069 0 0 0
23LNH 083 0 0 0
23LNH 103 0 0 0
23LNH 118 NR 0 0
23LNH 136 NR 0 0
24L.H 000 NR 0 0
241.H 008 NR NR 0
24LH 019 NR 0 0
24LH 046 NR POS 0
24LH 064 NR 0 0
24L.H 081 NR 0 0
24L.H 104 NR 0 0
25LMA 028 NR POS NR
25LMA 040 NR POS NR
25LMA 057 NR POS NR
25LMA 071 NR POS NR
26LMA-003 NR 0 NR
26LMA 017 NR 0 NR
26LMA 037 NR 0 NR
26LMA 058 NR 0 NR
26LMA 070 NR 0 NR
27LMC-001 NR 0 NR
27LMC 014 NR POS NR
27LMC 049 NR POS NR
27LMC 067 NR POS NR
27LMC 098 NR NR NR
22LH 028 NR POS NR
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