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RESUMO

Foram examinadas alteragdes no numero absoluto de células T, B e NK circulantes
para determinar se mudangas significativas acontecem apos o transplante renal e durante a
infec¢@o por citomegalovirus (CMV). Foram analisadas amostras consecutivas de sangue
de 61 pacientes transplantados renais e em terapia padrdo de immunossupressdo triplice.
Foram determinados, usando-se dupla marcacdo por citometria de fluxo, os nameros
absolutos de linfocitos CD3+, CD4+, CD8+, CD19+, CD3+HLADR+ e CDI16+56+.
Quarenta e oito pacientes (78,7%) desenvolveram infecgdo ativa por CMV, e todos
recuperaram. Vinte destes pacientes infectados (32,8%) contrairam doenga por CMV
durante o processo infeccioso. O numero de linfocitos e o de suas principais subpopulagdes
eram normais antes do episodio de doenga por CMV. Durante a doenga houve uma
diminui¢do, seguida de um crescimento significante (P <0,005) no nimero de linfocitos
CD3+, CD4+, CD8+ e CD3+HLADR+. Nenhuma mudanga significativa foi observada no
numero absoluto de células NK e nos linfocitos B durante a doenga. Nos concluimos, uma
vez que todos os pacientes com viremia desenvolveram uma resposta celular, que esta

recuperagio esta associada com crescimento no numero de subpopulagdes de células T.



ABSTRACT

We examined changes in the number of circulating T, B and NK cells to see if
consistent changes occur following renal transplantation, during cytomegalovirus (CMV)
infection. Serial blood samples were taken from 61 patients on standard triple
immunossuppression therapy. Using two-color flow cytometry analysis, the absolute
number of CD3+, CD4+, CD8+, CD19+, CD3+HLADR+ and CD16+56+ were determine.
Forty-eight (78,7%) patients developed active CMV infection, and all of them subsequently
recovered. Twenty of these infected patients (32,8%) developed disease during the
infectious process. The number of lymphocytes and their main subpopulations was normal
before the onset of CMV disease. During the disease there was a decrease followed for
significant growth (P<0,005) in the number of CD3+, CD4+, CD8+ and CD3+HLADR+,
No significant changes were seen in natural killer cells and B lymphocytes during disease.
We conclude, as all viraemic patients recovering from the infection developed a celular

response, this recovery is associated with growth in the number of T subsets.
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1 INTRODUCAO

85| ASPECTOS GERAIS DO TRANSPLANTE RENAL

Atualmente, o transplante renal ¢ a melhor opgdo terapéutica para milhares de
pacientes com diagnostico de uremia. O sucesso desse procedimento depende de um estado
de equilibrio entre uma imunossupressao suficiente para evitar rejeicdo ao enxerto, mas
capaz de permitir que o sistema imune do receptor proteja-o de uma infecgio, que continua

sendo a principal causa de morbidade e mortalidade nesses pacientes (Aguado et al., 1995).

Aproximadamente, 58% dos pacientes apresentam infec¢do nos primeiros 6 meses
apos o transplante, sendo que 50% dessas infec¢des sdo causadas por virus, 30% por
bactérias, 5% por fungos e, nos 15% restantes, a infecgdo € polimicrobiana (Morris et
al.,1982).

Pacientes receptores de transplante renal estdo sujeitos a infec¢Ges por trés motivos
principais: 1) Foram submetidos a uma cirurgia de grande porte com envolvimento do
sistema vascular e urologico. 2) Sdo urémicos. 3) Recebem drogas imunossupressoras, que

exercem um grande efeito sobre o sistema imune (Mocelin et al., 1997).

Quanto a prevengdo das infecgdes, nos transplantados renais, trés momentos devem
ser ressaltados: 1) Antes do transplante: Tanto o receptor como o doador, seja ele vivo ou

cadaver, devem ser submetidos a testes para se determinar a presenga de doencas
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infecciosas ativas ou alguma evidéncia de exposigdo anterior que possa causar problemas
apos o transplante. 2) Durante a cirurgia: Existe um consenso de que o uso profilatico de
antibidticos no transoperatorio ¢ benéfico em reduzir a incidéncia de infec¢des na ferida
operatéria, embora exista uma consideravel variagdo dessa medida na pratica dos varios
servigos de transplante renal. 3) Apos o transplante: Com poucas excegdes, as
infeccdes causadas neste periodo sdo decorrentes de (a) reativagio de organismos
endogenos e (b) falta de técnicas preventivas convencionais no controle de infecgdes, como

Javagens de maos realizadas adequadamente (Goodman e col., 1990).

Geralmente, o principal fator determinante de infec¢do no pos-transplante € a
intensidade da imunossupressdo a que ¢ submetido o transplantado: Quanto mais intensa a
imunossupressio, maior o numero de infecgoes € maior a gravidade (Van Dorp et al,
1989). Tratando-se de infecgdo, o pos-transplante pode ser dividido em trés periodos: 1) O
primeiro de 0 a 6 semanas. Normalmente, as infecgdes, neste perido, sao decorrentes de
complicagdes no procedimento cirurgico, sendo as feridas e o trato urinario os principais
locais e S. aureus e E. coli os germes mais isolados. 2) O segundo de aproximadamente 6
semanas a 6 meses apos a cirurgia. Neste periodo, predominam os patogenos oportunistas
classicos. Como exemplo, temos: tuberculose, listeriose criptococose e outras infecgdes por
fungos, infecgdo primaria, reativagao ou reinfeccdo pelo citomegalovirus (CMV). 3) 0
terceiro periodo, de 6 a 12 meses. Normalmente, apos os seis meses, a iIMUNOSSUPressao é
reduzida, comegando entdo a aparecer patogenos comumente encontrados na comunidade.

Ex. Pneumonia por pneumococo ou influenza (Rubin et al, 1981; Mocelin et al., 1997).

A infecgdo € a causa mais comum de febre em receptores de transplante renal
(Peterson et al., 1981; Keitel et al,1997). Além da infecg@o, outras causas devem ser
lembradas, como rejeigdo, hematoma e trombose venosa pulmonar ou periférica. As
caracteristicas clinicas e epidemiologicas das infecgdes ajudam na investigagdo de um

diagnostico diferencial.

As infecgdes virais nos pacientes transplantados de rim podem ser divididas em dois

grupos: 1) As associadas a infecgdes graves, causadas normalmente por virus que estao
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latentes ou persistentes no individuo, mas so reativados apds o transplante. Neste grupo,
estdo os herpesvirus (CMV), os virus das hepatites B, C ¢ D e os retrovirus. Estes virus
podem ser também transmitidos ao receptor pelo 6rgdo doado ou por transfusdo sangtiinea.
2) As que s3o autolimitadas ocorrem esporadicamente na comunidade e podem afetar os
pacientes transplantados da mesma forma Encontram-se neste grupo 0s myxovirus,

paramyxovirus e picornavirus (Mocelin et al., 1997).

E de importancia fundamental o conhecimento das infecgdes virais mais freqiientes
nos transplantados e os métodos de diagnostico destas infecgdes. Em primeiro lugar, a
existéncia de uma infecgdo viral pré-existente, por exemplo, Virus da Imuno Deficiéncia
Humana (HIV) ou hepatite B, podera influenciar na decisio se determinado paciente podera
ou nao receber um determinado orgdo. Testes para medir a susceptibilidade a determinados
virus e como preveni-los, determinardo o uso profilatico de medicamentos antivirais ou de
imunoglobulinas no periodo pos-transplante. Terapias antivirais j4 sdo disponiveis no nosso
meio e quanto mais rapido o diagnostico mais precoce podera ser o tratamento,
beneficiando o transplantado (Schmidt et al., 1991; Goodrich et al., 1991; Gotti et al 1996,
Jong et al | 1998).

1.2 CITOMEGALOVIRUS (CMV)

1.2.1 Caracteristicas do virus

O CMYV € um patogeno humano comum, infectando 0.5 a 1.0% de todos os recém-
nascidos e mais ou menos 50% da populagdo adulta em paises desenvolvidos e 80-100% da
populagdo adulta em paises em desenvolvimento, como o Brasil. Torna-se um patogeno

muito importante em pacientes imunodeprimidos (Jong et al., 1998).

O CMV pertence ao género B-Herpes virus, da familia dos Herpesviridae. Sua
estrutura € semelhante a de outros Herpesvirus, sendo considerado o maior membro desta

familia, com 200 nm de diametro.
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O genoma do CMV ¢ composto por Acido Desoxirribonucleico DNA de fita dupla,
contendo mais ou menos 240 kilobases, que se organizam €m uma sequéncia longa (UL -
“Unique Long”) e outra curta (US — “Unique Short”), ambas unicas e limitadas por
sequéncias repetitivas terminais. A jungdo entre 0s componentes UL e US é composta de

sequéncias repetitivas internas (Mustafa, 1994, Holberg-Petersen, 2000).

O ceme do DNA ¢ circundado por um capsidio icosaedrico, contendo 162
capsdmeros. Este € revestido por um envelope composto por glicoproteinas. O espago entre
o envelope e o capsidio € denominado tegumento e contém proteinas virais € enzimas

conforme apresentado na figura 1.

CITOMEGALOVIRUS HUMANO (HCMV)

nucleocapsideo
tegumento
genoma
membrana

glicoproteina I

glicoproteina II1I

Copyright 1994 - "37 Marko Reschies

Figura 1 - Estrutura do Citomegalovirus Humano
Fonte: Copidado com permissdo do Dr. Reschke, Institut fur Virologie, Philipps-Universitit. Marburg,
Germany.
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O CMYV tem por caracteristica a replicagdo lenta em cultura celular e no hospedeiro
infectado, no qual pode manter a infec¢do por periodos prolongados e, apos ela, permanecer
latente. O genoma viral € transcrito lentamente e o ciclo replicativo pode ser dividido em
trés periodos, baseados no aparecimento sequencial de classes diferentes de proteinas virais
especificas: precoce imediato, precoce e tardio. O periodo precoce imediato acontece
durante as primeiras quatro horas apos a infec¢ao, com a transcrigdo restrita de fragmentos
especificos do DNA gendmico e a produgdo de certas proteinas regulatorias, que permitem
ao virus ganhar o controle da sintese de macromoléculas da célula hospedeira. Neste
primeiro periodo sdo observados os antigenos chamados precoces imediatos, sendo estas
proteinas regulatorias de 75, 72 e 68 kD, necessarias para a multiplicagdo do DNA viral. O
periodo seguinte € o precoce, ele persiste por mais de 24 horas e € caracterizado pela
replicagdo continua de grande parte do DNA viral. Proteinas necessarias a replicagdo do
genoma, como a DNA polimerase, s3o sintetizadas nesta fase. O periodo tardio ocorre de
36 a 48 horas ap0s a infecgdo. S@o produzidas, nesta fase, proteinas estruturais do virus e
nela ocorrem a montagem e a liberagdo dos novos virions (Stenberg et al., 1984; Meringan
e Resta, 1990; The et al., 1992; Holberg-Petersen, 2000).

O CMV compartilha, com outros herpesvirus, a capacidade de (1) disseminar
célula-a-célula na presenga de anticorpos circulantes, (2) permanecer em estado latente no
hospedeiro, (3) reativar-se em condi¢des de imunossupressdo e (4) induzir imunossupressao

transitoria no receptor.

A entrada no organismo, o CMV infecta linfocitos e leucocitos, sendo dissseminado
para todo o organismo nestas células. As células podem ser infectadas com virus livre ou
através da disseminagdo célula-a-célula. Na maioria dos casos, o virus multiplica-se sem
causar sintomas e estabelece uma infecgio latente em monocitos, macrofagos, leucdcitos
polimorfonucleares e em tecidos, como os tibulos renais. O virus pode ser ativado,

multiplicar-se e ser eliminado durante longos periodos sem causar sintomas.

O CMV foi isolado da urina, sangue, lavados da garganta, saliva, lagrimas, leite,

sémen, fezes, liquido amnitico, secregdes vaginais e cervicais e tecidos retirados para
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transplante. As principais formas de transmissdo do CMV ocorrem: via congénita, oral e
sexual e por transfusdo sangiiinea ou transplante tecidual 6rgaos (Jong et al ,1998; Costa et
al., 1999; Drago et al., 2000).

1.2.2 Epidemiologia

O CMV, juntamente com os virus: herpes simples tipos 1 e 2, varicela zoster,
Epstein Barr (EBV) e virus humano B linfotropico, pertencem a familia Herpesviridae. A
ocorréncia de infecgdo pelo CMV é descrita em praticamente todas as regides do mundo. A
prevaléncia de anticorpos contra 0 CMV, a exemplo do que se observa em outras doengas
virais, aumenta com a idade, atingindo niveis maximos apos os 25 anos. Existe uma nitida
relagdo entre a prevaléncia de anticorpos numa determinada populac¢ido adulta e seu nivel
socioecondmico. Em populagdes de alto nivel socioecondmico, a prevaléncia tem variado
de 40 a 60%, nos diversos paises estudados, enquanto que, em populagdes de nivel
socioecondmico mais baixo, ela é maior, variando de 80 a 100% (Pannuti et al., 1987, Ho,
1990; Jong et al., 1998).

Além das varias formas de transmissio natural da infec¢@o (cérvix uterino, sémem,
leite materno, banco de leite, contatos hetero ou homossexuais), o CMV pode ser
transmitido iatrogenicamente por tranfusdes de sangue (Pannuti et al., 1987) ou transplante
de orgdos (Jong et al.,1998; Costa et al., 1994; Drago et al., 2000).

Existem trés padrdes epidemiologicos da infecgdo pelo CMV: infecgdo primaria,
reativagio de infecgdo pré-existente e reinfecgdo. Como acontece com outros herpes virus,
a infecgdo primaria pelo CMV é frequentemente seguida por infecgdo persistente e (ou)
recorrente. Esta tltima é, em geral, causada pela reativagdo do virus latente. A reinfecgao
também ocorre, provavelmente, devido as caracteristicas de diversidade antigénica do

CMV (Rubin et al., 1979; Drago et al., 2000).
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1.2.3 Manifestacoes clinicas

Na maioria dos casos, a infecgdo pelo CMV ¢ subclinica. No entanto, sob certas
condi¢gbes especificas, como aquelas encontradas em pacientes com deficiéncia
imunologica ou em criangas com infecgdes congénitas, a apresentagdo clinica pode ser
grave e, muitas vezes, fatal (Ho, 1990). Entre os pacientes que apresentam elevado risco de
contrair doenga disseminada pelo CMV, incluem-se aqueles submetidos a transplantes
(renal, hepatico, coragdo, coragdo-pulméo, medula Ossea), a quimioterapia antineoplasica,
especialmente para tratamento de leucemias e linfomas, e os portadores da Sindrome da
Imuno Deficiéncia Adquirida (AIDS). O emprego cada vez mais comum de medicamentos
imunodepressores constitui um dos fatores que mais tem contribuido para o aumento da

ocorréncia de infecgdes por citomegalovirus (Rubin et al., 1977, Tegmeier, 1989).

A maioria das infec¢des adquiridas pelo CMV s@o subclinicas ou acompanhadas de
manifestacGes clinicas ndo caracteristicas. O quadro clinico destas infec¢des, quando se
expressam clinicamente, € similar ao da mononucleose (mononucleose simile). Ocorre,
principalmente, em adultos, caracterizando-se por quadro febril prolongado, astenia,
sudorese e hepatoesplenomegalia em cerca de 50% dos casos. Ictericia e exantema podem
ser eventualmente observados. Polirradiculoneurite, encefalite, pneumonia intersticial,
anemia hemolitica, purpura trombocitopénica imunoldgica e miocardite podem ocorrer
mais raramente. As enzimas hepaticas (TGO e TGP) costumam encontrar-se elevadas em

aproximadamente 80% dos casos (Pannuti et al., 1987; Alfort e Britt, 1990).

Por sua vez, nos pacientes transplantados, nos com AIDS, nos com cancer € em
outros grupos de imunocomprometidos, a frequéncia e gravidade da infec¢do, bem como a
de suas manifestagdes clinicas, sdo bastante variaveis. O envolvimento do trato
gastrointestinal pelo CMV, que era relativamente raro no passado, vem gradativamente
ganhando importéncia, principalmente nos pacientes com AIDS. O diagnéstico clinico da
infecgdo pelo CMV é dificil de ser firmado e depende, em ultima analise, de confirmagio

laboratorial (Jong et al., 1998).
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1.2.4 Diagnéstico Laboratorial

O diagnostico precoce da infecgdo ativa por CMV € importante, uma vez que
estudos recentes mostram que o tratamento precoce de uma infecgdo ativa assintomatica

reduz efetivamente quadros de pneumonia e morte causados pelo CMV em transplantados
renais (Schmidt et al., 1991; Goodrich et al., 1991; Gotti et al., 1996, Jong et al., 1998).

Os métodos sorologicos sdo frequentemente de valor limitado no diagnostico da
citomegalovirose em transplantados, porque dependem de resposta imunologica humoral
adequada. Depender de um teste baseado na produgdo de anticorpos em pacientes
imunossuprimidos ndo € o ideal. A grande utilidade e aplicagdo dos métodos sorologicos
ocorre na fase de preparacédo para o transplante. Pacientes que nao tiveram contato com o
CMV apresentam risco de desenvolver infecgdes primarias. Pacientes com contato prévio
com o virus desenvolvem infec¢des secundarias, que podem ser reativagdes ou reinfecgdes
(The et al., 1994).

Existem varios métodos, descritos na literatura, para isolar o virus. Classicamente, o
virus pode ser isolado em cultura de células de fibroblastos humanos, mas este método €
demorado, podendo levar até 28 dias para produzir o efeito citopatico caracteristico
(Farrugia e Schwab, 1992). Outros métodos de detecgdo do CMV podem dar um
diagnostico mais rapido, tais como 1) a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) € um
método de biologia molecular que permite a produgao de grande quantidade de fragmentos
especificos de DNA a partir de substratos complexos ¢ em concentragdes diminutas na
amostra (Demmler et al,1988; Shibata et al., 1988); 2) detecgdo de CMV em cultura de
células infectadas no peridodo de 24 a 48 horas (Griffiths et al., 1984); 3) a detecgao direta
do antigeno-CMV em leucécitos de sangue periférico (Antigenemia) ou em amostras de
biépsias obtidas por aspiragio com agulha fina tem se mostrado confiavel e com uma alta

correlagio com doenga por CMV (van der Bijj et al., 1988a; van der Bjj et al., 1988b).

A célula infectada pelo CMV sintetiza precocemente o antigeno pp65. Este antigeno

detecta-se em grandes quantidades apos 48 a 72 horas apés a infecgao. /n vivo, o antigeno
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pp65 é a proteina viral dominante que se pode detectar nos leucocitos de sangue periférico

durante as infecgdes ativas (Grefte et al., 1992).

Em citocentrifugados de leucocitos, pode-se detectar a presenga de antigenos pp65
mediante procedimentos imunocitologicos. O antigeno localiza-se preferencialmente nos
niicleos dos granulocitos. As células mononucleares raramente sdo positivas para o
antigeno pp65. O numero de leucdcitos positivos para pp65 pode variar de 1 a 100 x 10°
leucocitos positivos em infecgdes sintomaticas. Na infec¢do ativa (pacientes sintomaticos e
assintomaticos), a especificidade e sensibilidade é de aproximadamente 90% (van der Bij et
al., 1988b; van den Berg et al., 1989).

Nos ultimos anos, a antigenemia tem demonstrado uma eficacia extraordinatia no
diagnostico precoce de infecgdes ativas pelo CMV (The et al., 1992). E um teste rapido,
sensivel e especifico (Gotti et al., 1996) e altamente adequado para receptores de orgaos por
ndo ser dependente de uma resposta imune (Grossi et al., 1995). Em geral, o procedimento
permite realizar um diagnostico precoce antes do aparecimento dos sintomas clinicos,
possibilitando uma intervencéo profilatica ou terapéutica em pacientes de risco (Schroeder

et al., 1999).

A evolugdo tipica de uma infecgdo ativa pelo CMV em pacientes imunodeprimidos
caracteriza-se por uma fase de antigenemia com a presenga da proteina pp65 em leucocitos,
que pode durar algumas semanas € que, em infecgdes sintomaticas, inicia-se antes do
surgimento dos sintomas clinicos. A medida que a enfermidade evolui, ndo existe a
formagdo de anticorpos até o aparecimento dos sintomas clinicos e, em alguns casos
isolados, pode ndo ocorrer a SOroconversao em conseqiiéncia da imunodepressao (Drago et
al., 2000).

A implantagéo de um programa semanal de detecgao do virus seja por antigenemia
ou PCR, durante os primeiros trés meses pos-transplante, € de grande valia. Ambos os

testes sdo capazes de detectar a presenga de infecgdo ativa antes do aparecimento da doenga
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por CMV, permitindo, assim, o inicio de um tratamento antiviral precoce (The et al., 1992;
Jong et al.,1998).

13  SISTEMA IMUNE

1.3.1 Citometria de Fluxo

No inicio dos anos 80, com a introdugdo do Citdmetro de Fluxo nos laboratorios de
analises clinicas e o desenvolvimento da industria dos anticorpos monoclonais, o estudo das
diversas propriedades fisico-quimicas e biologicas das células, entre elas os linfocitos,
recebeu um novo impulso. O citdmetro de fluxo € capaz de examinar propriedades de uma
célula isoladamente (Shapiro, 1995). O advento de anticorpos monoclonais especificos para
a determinagdo de subpopulagdes linfocitarias tem permitido a monitorizagdo imunologica
de células de sangue periférico numa grande variedade de condigdes, incluindo transplantes
(Ramos et al., 1989).

Uma suspensdo de células € isolada do sangue ou de outros tecidos € marcada com
anticorpos fluorescentes. As células a serem analisadas sdo forgadas sob pressio através de
um capilar, envolvidas por um jato de solu¢@o isotonica, sendo interceptadas, uma a uma,
por uma fonte luminosa monocromatica de um laser e monitorizadas por um detector de luz
emitida que gera informagdes sobre diferengas morfologicas e estruturais das particulas
contidas neste fluxo. Caracteristicas fisicas como tamanho, volume, indice de refragio,
viscosidade e caracteristicas quimicas como a presenca ou auséncia de RNA ou DNA,

moléculas de superficie da membrana, podem ser detectadas (Shapiro, 1995).

Todos os sinais luminosos que transmitem distintos tipos de informagdes de cada
celula — absorgdo, dispersdo da luz e intensidade das emissdes fluorescentes — sdo
convertidos em impulsos elétricos (ou sinais analogicos), amplificados e transformados em
codigos digitais que serdo analisados por um microprocessador. Um histograma ¢é
produzido entre células marcadas e ndo marcadas. Células maiores ou menores que o0s

linfocitos podem ser excluidas eletronicamente da analise, concentrando-se somente na
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observagdo dos linfocitos (McCoy, 1994; Stites e col.,, 1994 ¢ Shapiro, 1995). Com o
citdmetro de fluxo, uma suspensdo de células pode ser analisada numa velocidade de 5.000
celulas por segundo, através da combinagio de um dispersor de luz, um medidor de volume
e a associagdo dos anticorpos monoclonais marcados. Assim subpopulagdes celulares

podem ser facilmente identificadas (Orfao e Ruiz-Arguelles, 1992; Stites et al , 1994) (Fig.
2).

Figura 2 - Citometria de Fluxo
Fonte: Pesquisadora

Em 1975, € dado um grande passo na imunologia com o desenvolvimento da técnica
dos anticorpos monoclonais por Milstein e Kohler, que permitiu a identificagdo dos varios

grupamentos de células imunes e de suas etapas de ativagdo através de suas proprias
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moléculas de superficie, que podiam ser reconhecidas pelos anticorpos desenvolvidos por

esta técnica (Kohler e Milstein, 1975).

Linfocitos e outros leucocitos expressam um grande numero de moléculas diferentes
em suas membranas, que podem ser utilizadas como marcadores para distinguir varias de
suas subpopulagdes. Estas moléculas de superficie (marcadores) podem ser reconhecidas

pelos anticorpos monoclonais (Cosomi et al., 1981).

Diferentes moléculas podem ser caracteristicas de linhagens especificas (marcadores
de linhagem) ou de estagios de maturacdo celular (marcadores de maturagdo) e ha, ainda,
alguns marcadores que aparecem apenas apOs a ativagao por um estimulo (marcadores de
ativagdo). Assim, um marcador de superficie que identifique uma linhagem ou um estagio
de diferenciagdo particular, tendo uma estrutura definida e que seja reconhecido por um
grupo (“cluster”) de anticorpos monoclonais ¢ denominado “membro” do grupo de
diferenciagdo (“Cluster de Diferenciagio” — CD). Um grupo de diferenciagdo define-se
caracterizando a molécula que o constitui. Esta caracterizagdo deve incluir a natureza
bioquimica da molécula, seu tamanho, sua estrutura € sua expressdo nos varios estagios de

sua diferenciacdo (Stites et al., 1994; Abbas et al , 1997).

1.3.2 Linfocitos

Os linfocitos T originam-se da maturagao de células primordiais no timo. As células
T adquirem os marcadores de superficie (CD) que caracterizam seu amadurecimento,
proximo da 14* semana de gestagdo. Estes marcadores sdo proteinas ancoradas na
membrana da célula e cada um deles apresenta uma ou mais fungdes, sendo que a maior
parte deles funciona como receptores. Algumas destas moléculas aparecem em estagios
particulares de diferenciagdo celular, quando ativadas, ou ainda com caracteristicas de
linhagens celulares diferentes entre si. A figura 3 apresenta a ontogenia dos linfocitos T,
desde a sua formagdo a partir de células primordiais na medula ossea até a sua fase final de

diferenciacdo no sangue periférico.
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TOGENIA DA CELULA T
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Figura 3 - Ontogenia das Células T
Fonte: Pesquisadora

As células que apresentam receptor de célula T (RCT) e expressam o marcador CD3
dividem-se em duas populagdes distintas. Uma € caracterizada pela presenga do marcador
de superficie CD4 e a outra pela presenga do marcador CD8. As células T CD4+ agem
predominantemente como células T auxiliares (Th — “helper”), enquanto as células T CD8+
agem como células T citotoxicas (LTCs). A presenca das moléculas CD4 dirige o
reconhecimento antigénico do linfocito T apenas aos peptidios antigénicos associados as
moléculas HLA (Antigeno Leucocitario Humano) de classe I, ao passo que a presenga de
CD8 orienta este reconhecimento apenas aos antigenos associados as moléculas HLA de

classe I (Fig. 4).
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Figura 4 - Representacio tridimensional das moléculas HLA de classe I e II e os

respectivos sitios de ligaciio com o CD8 e o CD4
Fonte: Pesquisadora

A ativagdo dos linfocitos T altera o fenotipo da célula. A expressdo de novos
marcadores de superficie celular é induzida, alguns marcadores sdo perdidos e a
concentragdo de outros pode aumentar ou diminuir. Assim o fenotipo das células T pode
refletir o estagio de diferenciagdo ou ativagdo da celula. Como exemplo, podemos citar a

molécula de HLA-DR presente em linfocitos T somente em situagdes de ativagdo.

As funcdes detectaveis da célula T aparecem nos linfocitos de sangue periférico

proximo do nascimento.
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Os linfocitos B, por sua vez, surgem a partir de uma célula primordial comum,
derivada de uma célula primordial pluripotente. Durante os estagios iniciais de maturagio,
estas celulas rearranjam primeiro os genes de cadeia pesada das imunoglobulinas e, a
seguir, os genes de cadeias leves. As células pré-B sdo células grandes que se dividem
rapidamente e contém cadeias  citoplasmaticas, mas ndo apresentam cadeias leves nem
imunoglobulinas de superficie. O marcador CD19 aparece ja numa fase bem precoce da
diferenciagdo de células B, permanecendo até a fase final de diferenciagdo. Com o
seguimento da maturagdo, surgem células pré-B, menores, que expressam inicialmente
cadeias leves citoplasmaticas e, finalmente, imunoglobulinas de superficie, responsavies
pelas ligagdes com antigenos e conseqiiente ativagdo celular. Neste estagio, as células
migram da medula 0ssea para o sangue e tecidos linfoides periféricos. Uma dada célula B
expressa uma Unica especificidade em seus anticorpos ao longo de sua existéncia, mas pode

mudar de isotipo por recombinagdo somatica (Castro et al., 1997).

Apos a interagdo com o antigeno, as células B sdo ativadas e amadurecem em
plasmocitos, que sdo as células responsaveis pela produ¢do de grandes quantidades de
imunoglobulina. Além de plasmocitos sdo geradas células B de memoria. Estas sdo as
celulas responsaveis pela rapida resposta anamnéstica observada apds a reexposicio a
antigenos previamente reconhecidos pelo sistema imune. A figura 5 apresenta a ontogenia
dos linfocitos B desde a sua formagdo a partir de células primordiais na medula éssea até a

sua fase final no sangue periférico.

49



b3

Cetutas pre B

Celula B Colula B Célula B Celula
imatura  madura ativada plasmatica

P

Figura 5 - Ontogenia da Célula B
Fonte: Pesquisadora

As células Natural Killers (NK) sdo uma subpopulagdo de linfocitos encontradas no
sangue e tecidos linfoides, especialmente no bago. Sa0 derivadas da medula Ossea €
apresentam-se como linfocitos grandes com nUMeErosos granulos citoplasmaticos, sendo por
isto, muitas vezes, denominadas Linfocitos Grandes e Granulares (LGLs). As células NK
possuem a habilidade de matar certas células tumorais e células normais infectadas por
virus. As células NK ndo sdo especificas para um determinante antigénico particular do
virus e nio sio restritas a moléculas do Complexo Principal de Histocompatibilidade
(CPH). Esta morte nao é induzida por um antigeno especifico, pertencendo mais a
- munidade natural do que a especifica. Embora a capacidade litica das células NK seja
maior do que a dos linfocitos T citotoxicos (LTCs) ela ndo € ao acaso. As células NK
podem lisar alguns tipos de células normais infectadas por alguns virus e nao outras, € ndo

irdo lisar células ndo infectadas (Moretta et al., 1996).
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Fenotipicamente e quanto a linhagem, as células NK nio sio células T nem células
B. As células NK nio passam pelo processo de maturagéo no timo e podem proliferar em
animais que perderam este 6rgdo. Elas nio sofrem rearranjo génico de imunoglobulina (Ig)
nem de RCT e néo expressam moleculas CD3 em sua superficie. As células NK expressam
moléculas CD2, um receptor de baixa afinidade para por¢ao Fe da IgG chamado FeyRIII ou
CD16 e CD56, este ultimo aumenta sua densidade antigénica quando células NK sio
ativadas. As células NK podem ser induzidas a se proliferarem e secretar citocinas pela
ligagdo cruzada tanto com CD2 ou CD16. Sob este aspecto, apesar das células NK nio
expressarem CD3, elas expressam homodimeros de cadeia € idénticos a aqueles associados
com o complexo RCT nas células T que sofrem restricdo ao CPH (Hercend et. al, 1985;
Lanier et al., 1986).

Recentemente, foi descrito o mecanismo de reconhecimento das células infectadas
por virus, pela célula NK: As células NK humanas eXpressam proteinas que pertencem a
familia das imunoglobulinas, que contém de dois a trés dominios na regido extracelular.
Células NK individuais expressam 1 ou mais destes receptores. Cada receptor reconhece
uma série al€lica especifica de molécula do CPH de classe I (HLA-B ou C) complexado
com peptideos derivados de proteinas proprias. Dois grupos de receptores foram descritos:
0 primeiro grupo sdo receptores inibitorios e o segundo grupo sdo receptores ativadores. A
maioria dos receptores sio inibitorios, ativando uma tirosina fosfatase que impede a
resposta litica da célula NK. Conseqiientemente, a ativagio das células NK acontece
quando uma célula alvo ndo é capaz de se ligar ao receptor inibitério. Logo a célula NK
reconhece a auséncia de um peptideo proprio apresentado por formas alélicas de moléculas
do CPH de classe I (Moretta et al., 1996).

Uma vez que alguns virus podem alterar a expressdo de proteinas de classe I e assim
escapar da supervisdo de células T, as células NK possuem uma fungdo importante na
defesa do hospedeiro através da eliminagdo de células MHC-negativas (Moretta et al.,
1996).
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O papel das células NK, ainda, ndo foi totalmente estabelecido. Os raros individuos
deficientes de células NK parecem ser mais suscetiveis a infecgdes virais Acredita-se que
as células NK lisam as células alvo infectadas por virus durante 0s primeiros dias de
infeccdo, ou seja, O tempo necessario para que ocorra a diferenciacdo de linfocitos T

citotoxicos (Herberman et al., 1986, Trinchieri, 1989; Versteeg, 1992; Castro € col.,, 1997).

Parte da dificuldade em identificar a estrutura alvo da célula NK comega na
possibilidade das células NK serem heterogéneas, ou seja, diferentes populagdes de celulas
NK reconheceriam diferentes classes de moléculas e diferentes tipos de células alvo

(Moretta et al., 1997, Abbas, 1997).

Diferente do que acontece com 0s LTCs, as células NK nao parecem necessitar de
um contato anterior com O antigeno para desenvolver sua capacidade citolitica. As células
NK podem aumentar sua capacidade de lisar células alvo na presenca de Interferon (IFN)
tipo I, IFN-y, IL-2 ou IL-12 e Fator de Necrose Tumoral (TNF). As células NK s3a0 as
principais mediadoras das reagdes de citotoxicidade mediadas por anticorpos, onde elas
podem adquirir especificidade adicional pelo reconhecimento, mediado por CD16, de alvos

ja reconhecidos por anticorpos de classe IgG (Castro e col.,1997).

O mecanismo de morte da célula alvo causado pelas células NK € o mesmo
mecanismo que acontece com OS LTCs, chamado exocitose granular e indugdo da
fragmentagdo do DNA da célula alvo e apoptose. As celulas NK possuem granulos que
contém proteinas formadoras de poros, citotoxinas, esterases e proteoglicanos. Nio se sabe
se a apoptose induzida por células NK é a mesma ou ndo da produzida por LTCs. As
células NK sdo ativadas por citocinas produzidas por células T CD4+. Em resposta a altos
niveis de IL-2, as células NK diferenciam-se em células matadoras ativadas por linfocinas

(LAK) que possuem uma capacidade citolitica aumentada (Castro e col,, 1997).
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14  IMUNIDADE AOS VIRUS

Os virus sdo, obrigatoriamente, microorganismos intracelulares. Desencadeiam
diferentes tipos de respostas imunes no hospedeiro, que podem ser relacionadas a

imunidade inata ou & especifica (Castro e col., 1997).

Existem dois mecanismos principais envolvidos na imunidade inata aos virus: 1) a
infecgdo viral estimula diretamente a produgdo de IFN tipo I que inibe a replicagdo viral e
2) celulas (NK) reconhecem e lisam as células infectadas nas quais os virus inibiram a
apresentacdo de antigenos e a expressdo de moléculas do CPH de classe [. As células NK
sa0 um dos principais mecanismos da imunidade contra virus antes que uma resposta

especifica seja desencadeada (Castro e col., 1997, ABBAS, 1997).

A imunidade especifica contra as infecgBes virais é mediada por uma combinag¢io
de mecanismos humorais e celulares. Anticorpos especificos sdo importantes na defesa
contra virus em dois momentos; na fase inicial da infecgdo, sdo efetivos antes que o
organismo entre na célula, ou evitando a disseminacdo de célula para cé€lula. No entanto,

virus que ficam latentes sdo inacessiveis aos anticorpos (ABBAS, 1997).

O principal mecanismo da imunidade especifica contra uma infeccdo viral
estabelecida s3o os linfécitos T citotoxicos. A majoria dos LTCs especificos sdo células
CD8+ que reconhecem, na superficie da célula, o CPH de classe I associado a antigenos
virais que foram processados e degradados no citossol. A completa diferenciagao dos LTCs
CD8+ necessita de citocinas produzidas pelos linfocitos Th CDd+. Assim, tanto os
anticorpos como os LTCs trabalham em cooperagao para proteger o hospedeiro contra os
virus. Os anticorpos bloqueando a ligagdo e entrada do virus na célula e os LTCs inibindo a
replicagdo viral, lisando a célula infectada através da introdugdo de enzimas que degradam

0 genoma viral e secretando citocinas com atividade interferon (ABBAS, 1997) (Fig.6).
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Figura 6 - Subpopulagdes linfocitarias

Linfocitos B reconhecem antigenos soltiveis e evoluem para células produtoras de anticorpos. Linfocitos T
auxiliares reconhecem antigenos na superficie de células apresentadoras de antigenos e secretam citocinas. as
quais estimulam diferentes componentes da imunidade. Linfocitos T citotoxicos reconhecem antigenos na
célula-alvo e as lisam. Células NK usam receptores especificos para reconhecer ¢ lisar alvos. Fonte: Castro et
al. (1997)
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15 INFECCAO POR CMV EM TRANSPLANTADOS RENAIS

O CMV ¢ o agente infeccioso mais frequente que afeta receptores de transplantes.
Em paises em desenvolvimento, como o Brasil, aproximadamente 80 a 100% dos pacientes
em lista de espera para transplante foram infectados no passado e possuem anticorpos
contra 0 CMV da classe IgG. Dependendo do estado sorologico do doador/receptor e do
tipo de imunossupressio utilizado, 60% a 100% dos transplantados renais apresentam
infecgdo ativa por CMV (Ho et al., 1975; Pass, et al,, 1978; Peterson et al., 1980; Pollard,
1988) que se manifesta, na maioria dos Casos, nos primeiros quatro meses apds o
transplante (Craihead et al., 1967; Fiala et al., 1975, Morris, 1994; Gotti et al , 1996; Jong et
al., 1998; Costa et al.,1999).

A infecgdo ativa por CMV em receptores de rim ¢, frequentemente, pouco
sintomatica, mas pode ser grave ou mesmo fatal. A infecgdo primaria ocorre em pacientes
soronegativos € a infeccdo secundaria ocorre em pacientes SOropositivos por uma
reativagdo do virus do préprio paciente ou por uma reinfecgdo. Diversos fatores contribuem
na incidéncia da doenga por CMV no periodo pOs-transplante, que pode variar de 20% a
60% (Fryd et al., 1980; Smiley et al., 1985; Singh et al., 1988).

As infecgdes primérias estdo associdadas com 60% de morbidade em pacientes
transplantados de rim. Embora as infecgbes secundarias sejam, normalmente, pouco
sintomaticas, quando ocorre doenga por CMV, ela costuma ser mais grave em receptores de
rins soropositivos. A gravidade da infecgdo esta diretamente relacionada ao nivel de
imunossupressdo a que o paciente é submetido; a adi¢do de globulina antitimécito (ATG)
ou globulina antilinfocito T (OKT3) aos protocolos de imunossupressdo tem aumentado
esta gravidade (Rubin et al, 1981; Chou e Norman, 1985; Guerin et al., 1988; Versteeg,
1992; Jong et al., 1998).

Tanto as interagdes imunologicas do receptor com o rim transplantado como a
terapia imunossupressora necessaria para manter o enxerto funcionante podem ativar o

CMV latente. Atualmente, para evitar a rejeicdio do enxerto, usa-se como
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imunossupressores uma combinagdo de corticosteroides, azatioprina e ciclosporina.
Pacientes em regimes de altas doses de imunossupressdo e com doenga por CMV,
apresentam uma redugao significativa na sobrevida do enxerto em 1 ano, comparados com
aqueles que ndo apresentam doenga. As terapias para tratar episodios de rejeicdo também
aumentam o risco de desenvolvimento de doenga grave por CMV (Fryd et al., 1980; Portela
et al., 1995).

A infecgio por CMV compromete a resposta imune: 1- Possui um efeito
imunossupressor, que pode ser devido a redugdo da produgdo de interleucina-1 (Kapasi e
Rice, 1988) e esta relatada uma inversao da relagio CD4/CD8. Isto aumenta o risco de
outras infecgdes oportunistas, especialmente por fungos (Grattan et al., 1989; Drago et al,
2000). 2- Possui um efeito imunoestimulador por aumentar a expressio de antigenos de
superficie nas células infectadas, aumentando a expressao de moléculas do CPH de classe II
nas células CD8 (Van Es et al, 1984) e moléculas do CPH de classe I e classe II nas células
do rim (Von Willebrand et al., 1986). Este Gltimo estudo sugere que o aumento da
expressdo destas moléculas nas células renais pode aumentar os episodios de rejeigdao no

enxerto.

As manifestagdes clinicas atribuiveis a uma infecgdo sintomatica por CMV (doenga)
sio: febre entre 4 a 10 semanas apos 0O transplante, e/ou leucopenia, e/ou trombocitopenia
e/ou linfocitos atipicos nesta fase. Alguns dias apos a febre, surge um aumento nos niveis
séricos da aspartato aminotransferase e 0 aparecimento de sintomas respiratorios, dispnéia,
com alteragio dos gases sanguineos (hipoxemia). Podem ocorrer, também, em menor
frequéncia, artralgias, franca  hepatite, esplenomegalia, mialgias, ulceragoes
gastrointestinais com sangramento € encefalites. A febre pode persistir por um més ou
mais, sendo que a maioria dos pacientes recuperam-se. Aproximadamente, 2%
desenvolvem uma doenga fatal disseminada. A causa usual de morte, por doenga causada
por CMV, ¢é pneumonia grave, que, muitas vezes ¢ acompanhada por ulceragdes
gastrointestinais e hemorragia (Simmons et al., 1977, Warrell et al., 1980; Drago et al.,
2000).
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A maioria dos transplantados renais, em paises em desenvolvimento, apresenta
anticorpos da classe IgG contra 0 CMV, detectaveis antes do transplante, estando, portanto,
infectados por este virus. Apés o transplante, esses pacientes costumam apresentar infecgio
ativa, ou seja, o CMV encontra-se replicando e circulando no organismo. Tal fato deve-se,

em grande parte, a reativagio do CMV latente enddgeno.

A infecgdo ativa ap6s o transplante acontece, geralmente, entre o primeiro e o sexto
més, entretanto, as manifestagdes clinicas da citomegalovirose ocorrem, mais comumente,
de 1 a 3 meses apos o implante do enxerto (Peterson et al., 1980; Gotti et al., 1996, Drago
et al., 2000).

Tanto a resposta celular como a humoral sio importantes no controle da infecgio
pelo CMV e para manter a sua laténcia. Alguns mecanismos foram descritos para que o
CMV escape ao controle do sistema imune: 1) as células humanas infectadas pelo CMV sio
resistentes a lise pelas células NK através da expressao em sua superficie de moléculas
semelhantes a moléculas do MHC de classe [, 2) o CMV remove moléculas do CPH de
classe 1 recentemente sintetizadas no reticulo endoplasmatico e aparentemente as deposita
no citoplasma, onde elas nio serdo funcionais, resultando numa redugdo na expressio
destas moléculas e na impossibilidade desta célula ser lisada por LTCs; 3) o CMV inibe a
expressao de moléculas do CPH de classe II, através da degradagdo das mesmas, impedindo
uma resposta dos linfocitos Th (Riddell e Greenberg, 1997; Riddell e Greenberg, 2000;
Holberg-Petersen, 2000; Farrell et al., 2000).

16 CMV X CELULAS NK X SUBPOPULACOES LINFOCITARIAS

A importancia da imunidade celular no controle da infec¢do ou reativagdo do CMV
¢ evidente pelo fato de que o desenvolvimento de doenca grave esta quase sempre
associado a individuos que possuem a imunidade celular comprometida. Esta imunidade
celular envolve a resposta de LTCs e linfocitos Th. Em receptores de 6rgdos e pacientes

soropositivos para o HIV, o desenvolvimento de doenca, por exemplo, pneumonias ou
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retinites, estd claramente correlacionado com a diminuigdo ou auséncia de uma resposta
CMV-especifica de LTCs e linfocitos Th (Jong et al., 1998; Riddell e Greenberg, 2000).

A utilizagdgo da monitorizagao imunofenotipica de subpopulacdes de células T,
durante a infecgio por CMV, ainda nao foi claramente definida na era da ciclosporina.
Toma-se dificil encontrar diferengas significativas na contagem destas células entre uma
fase de repouso e uma fase ativa de rejei¢io ou infecgdo. Além disso, muitos trabalhos
foram realizados somente durante o periodo ativo € ndo possuem parametros anteriores ao
episodio de infecgdo (Takahara et al, 1989). Alguns trabalhos indicam que este tipo de
analise pode ser util para prever uma recaida da infecgdo, apds um tratamento antiviral
(Van den Berg et al,, 1993a) e mostram que estudos longitudinais podem refletir melhor o
perfil de cada paciente, eliminando grandes variagdes, tais como histocompatibilidade do

doador-receptor, sistema imune e idade do hospedeiro (Ramos et al., 1989).

Modelos murinos e observagdes em humanos tém mostrado que LTCs e células NK
exercem um papel fundamental na recuperacao da infecgao por CMV. Embora, pouco se
saiba sobre os mecanismos envolvidos, a deficiéncia de células NK foi associada com
infecgdo primaria grave aos herpes virus, incluindo o CMV, assim como 2 atividade da
mesma esta diminuida em pacientes transplantados renais com doenga grave ao CMV,
comparados com aqueles que tiveram infecgdo leve ou assintomatica (Rook et al., 1984;
Bukowski et al., 1984; Reddehase et al., 1985; Bukowski et al., 1985; Biron et al., 1989,
Reusser et al_, 1991; Aguado et al, 1995).

Venema et al. (1994) demonstraram que apenas a analise por citometria de fluxo de
subpopulagdes linfocitarias pode ser suficiente para acompanhar a evolucio da infecgao por
CMV de pacientes imunossuprimidos, sem a necessidade de testes mais elaborados como 2
atividade das células NK que requerem maior disponibilidade de tempo, espago € tém custo
elevado. O método de quantificagéo da atividade da células NK baseia-se na medida da
liberago de cromo radioativo ('Cr). O 51Cr, sendo um metal radioativo, liga-se a proteinas
intracelulares e é usado na ligagdo a células alvo. As células alvo usadas nestes ensaios sao

as células K562. A liberagdo de proteinas intracelulares ocorre rapidamente quando
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acontece a lise de células alvo e a quantidade de metal liberado ¢ diretamente proporcional
a quantidade de células lisadas. A medida da liberagdo de °'Cr permitiu a descoberta de

varios tipos de linfécitos com atividade citolitica entre eles os LTCs e as células NK.

A correlagdo entre a atividade das células NK e o nimero das mesmas foi
demonstrado ser estatisticamente significativo, apesar da medida da lise celular variar
substancialmente para um dado numero absoluto de células NK ativadas. A partir destes
resultados, foi sugerido que o niimero absoluto de células NK, em alguns casos, estimaria
melhor uma reatividade imune infecgdo por CMV do que a medida funcional das mesmas
(Venema et al., 1994).

Van den Berg et al. (1992) demonstraram que a melhora espontinea da infecc¢ao
primaria por CMV coincide com um aumento marcante do niimero de linfocitos CD56+ em
sangue periférico, que expressam o marcador de ativagdo HLA-DR. Tal aumento nio

ocorreu em pacientes com doenga progressiva e risco de vida.

Enquanto a imunidade celular ja estd bem caracterizada na infecgdo pelo CMV,
outros estudos tém demonstrado evidéncias da importancia da imunidade humoral na
prevengao ou modulagdo da doenca pelo CMV. Estudos em animais sugerem que muito
mais do que controlar a infec¢do, a imunidade humoral parece atuar na remogdo e redugio

da disseminaggo do virus (J onjic et al., 1994).

Considerando-se a importancia das infec¢des apos os transplantes renais em nosso
meio, em particular as atribuiveis ao CMV, tomna-se cada vez mais necessario um
diagnostico sensivel, especifico e rapido destas infecgdes no sentido de aumentar a
sobrevida do enxerto e do paciente. Paralelamente a0 diagnostico, ¢ de fundamental
importancia o prognoéstico desta infec¢@o viral, pois a agressividade do tratamento depende
deste fator, correlacionando-se diretamente com a sobrevida tanto do enxerto como do
paciente. Principalmente, nas infecgdes em imunossuprimidos, os novos conhecimentos
nesta area podem propiciar importantes avangos na monitorizagdo destes pacientes. Deste

modo, a correlagdo entre as subpopulagdes linfocitarias e a infecgdo pelo CMV pode
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acrescentar mais um subsidio no sentido de fornecer informacdes diagnosticas e

prognosticas a este grupo de individuos.
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Objetivos
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2 OBJETIVOS

Devido ao exposto sobre a infecgao pelo CMV em transplantados renais, 0s

objetivos deste trabalho foram:

1. Estudar prospectivamente um grupo de transplantados renais em seguimento na
Santa Casa de Porto Alegre e determinar a incidéncia de infecgdo ativa e da

doenga por CMV pelo método de antigenemia.

2 Determinar as subpopulagdes linfocitarias, através das quantificagdes de celulas
CD3+ (linfocitos T totais), CD3+CD4+ (linfocitos Th), CD3+CD8+ (LTCs),
CD19+ (linfocitos B) e CD3+HLA-DR+ (linfocitos T ativados) e CD (16+56)+
(células NK) nos transplantados renais aqui estudados, tracando os perfis de sua
evolugdo e correlacionando estes resultados com presenga ou auséncia de

provavel doenga por CMV.
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3 CASUISTICA E METODOS

31 CASUISTICA

Foram estudados prospectivamente 61 pacientes submetidos a transplante renal no
Servigo de Nefrologia da Santa Casa de Porto Alegre, de janeiro a dezembro de 1996.
Destes, 26 (42,6%) pertenciam a0 s€X0 feminino e 35 (57,4%) ao sexo masculino. A idade
dos pacientes variou de 15 a 68 anos, tendo como média 39 anos. Quanto ao tipo de
transplante, 40 (65,6%) receberam rim de doador cadaver e 21 (34,4%) de doador Vivo
relacionado. Entre os receptores de rim, 90,2% (55/61) eram soropositivos para 0 CMV e
9.8% (6/61) eram soronegativos no dia do transplante. Entre os doadores, 71,1% (32/45)
eram soropositivos para o CMV e 2,22% (1/45) eram soronegativos. Nos 26,7% (12/45)
remanescentes, a sorologia nao pode ser determinada. Estes dados sio mostrados na Tabela

L
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Tabela 1 - Caracteristicas gerais dos transplantados renais participantes do estudo
(sexo, idade, tipo de transplante, imunossupressio realizada para episodios de rejeicio
e sorologia do doador e receptor para CMYV, pré-transplante.

Paciente Sexo | Idade Transplante Imunossupressio Sorologia
p/ rejeicdo Doador/Receptor pré-tx
(receptor) Data Tipo solumedrol(g) ELISA
1 GT M 39 11/01/96 c 3.0 +/+
2RS M 37 11/01/96 C 3,0 +/+
3 AT M 68 21/01/96 & 0 ND/+
4 SP F 55 21/01/96 & 1.5 ND/+
5K M 43 30/01/96 C 25 ND/-
6 VK M 48 30/01/96 & 0 ND/+
71D F 65 06/02/96 \% 0 ++
8V M 39 13/02/96 \'4 3.5 +/+
9 CM F 23 22/02/96 C 3,0 ND/+
10 LF M 34 29/02/96 C 2,75 +/+
11 CR F 26 29/02/96 C 2,0 + OKT3 +/+
12 MR F 25 05/03/96 \ 0 ND/+
13 CM F 26 13/03/96 & 0 ND/+
14 1M M 60 14/03/96 C 1,75 ND/+
15 AM F 28 02/04/96 \'% 3.0 +/+
16 OP F 67 13/04/96 C 2,25 +/+
17 MD F 33 14/04/96 C 1,875 +/+
18 IM M 46 17/04/96 & 3.75 ND/+
19 EC M 38 17/04/96 C 3,0 ND/+
20 FN M 53 22/04/96 C 2,25 +/+
211C F 25 22/04/96 C 3.75 +/+
22 AV M 28 07/05/96 \% 1,75 +/-
23X M 37 09/05/96 Vv 4,75 +i+
24 MS F 34 21/05/96 V 3,5+ 0KT3 +/+
25 AC M 64 28/05/96 v 375 +/+
26 AS M 41 10/06/96 C 6.0 ND/+
27 AP F 22 18/06/96 V 0 +/+
28 MP M 20 26/06/96 & 4.5 ND/-
29 ER M 21 12/07/96 C 4.0 +/-
30 BA F 57 12/07/96 C 2.25 +/+
31 MS F 28 18/07/96 4 0 +/+
32L0 F 19 23/07/96 \'% 0 +/+
33 CL M 46 29/07/96 C 2,25 +/+
34 AM M 45 30/07/96 A\ 3.75 +/+
35 NR F 24 13/08/96 Vv 0 +/+
36 CM M 23 28/08/96 C 1,5 +/+
37 TS F 40 28/08/96 C 1,5 +/+
38 AM M 55 10/09/96 \'A 0 +/+
39 SR F 15 17/09/96 v 1.5 +/+
40 MA F 36 23/09/96 C 3.0 +/+
41 AF M 60 26/09/96 C 3,75 -+
42 AF M 42 01/10/96 V 0 ++
43 LS M 54 12/10/96 C 1.5 +/-
44 SG F 18 13/10/96 (& 0,75 +/-
45 CF M 48 15/10/96 \' 0.75 +/+

65



Continuagdo da tabela 1

Paciente Sexo | Idade Transplante Imunossupressdo Sorologia
p/ rejeigdo Doador/Receptor pre-1x

(receptor) Data Tipo solumedrol(g) ELISA
46 AD F 27 | 18/10/96 C 475 +/+
47 AO F 56 18/10/96 C 0 +/+
48 JA F 43 29/10/96 \'J 0,75 +/+
49 SS F 19 11/11/96 & 0,75 ND/+
50 IB F 52 20/11/96 & 0 ND/+
51 PL M 55 20/11/96 C 2.0 ND/+
32 VG M 37 26/11/96 \ 0 +/+
53 MS M 49 04/12/96 C 2,25 +/+
54 RS F 31 05/12/96 C 0 +/+
55CB M 29 08/12/96 C 325 ND/+
56 AG M 61 08/12/96 C 0,375+ OKT3 ND/+
57 MM M 16 10/12/96 \ 2,875 + OKT3 +/+
58 DM M 44 14/12/96 C 0 ND/+
59 EL M 29 17/12/96 £\ 0 +/+
60 CF M 31 31/12/96 & 2.5 ++
61 AM M 24 31/12/96 L& 1,875 +/+

M- masculino; F: feminino; V: doador vivo relacionado; C: doador cadaver
OKT3: antilinfécito T; (+): sorologia positiva para o CMV; (-) sorologia negativa para 0 CMV; ND: nio
determinado

Os pacientes transplantados com doador vivo relacionado foram internados na UCA
(Unidade Cirtrgica) da Santa Casa de Porto Alegre um dia antes do transplante e 0s
transplantados com doador cadaver no dia do transplante. Apos a cirurgia, os pacientes
permaneceram internados no minimo por 2 semanas, dependendo da evolugao clinica. Apos
a alta, os mesmos retornavam para seguimento ambulatorial de rotina. No inicio, este
retorno ocorria duas vezes por semana, por um periodo de, aproximadamente, 1 més e
dependendo da evolugdo, este seguimento passava a Ser semanal, depois quinzenal e,

finalmente, mensal.

Antes do transplante, foram colhidas amostras de soro e sangue total dos pacientes.
Nestas amostras, foram testados a presenga de anticorpos séricos anti-CMV de classe IgG e
IgM por ELISA e, no sangue total, foi determinada a antigenemia e a quantificacdo de
subpopulagdes  linfocitarias. Posteriormente, os pacientes foram monitorizados
semanalmente, com coletas de sangue total, para a determinagao de antigenemia e

subpopulagdes linfocitarias por um periodo de 12 semanas pos-transplante.
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3.1.1 Imunossupressio e tratamento antiviral

O esquema de imunossupressdo padronizado no setor de transplante renal da Santa

Casa de Misericordia de Porto Alegre seguiu os seguintes parametros:

A administragdo de drogas imunossupressoras para pacientes com doador vivo
relacionado foi iniciada 1 dia antes do transplante. Para aqueles com sistema HLA de classe
I'e II idénticos foi iniciado Prednisona via oral na dosagem de 2 mg/kg/dia, com redugdo
gradual a partir do 1° dia de pés-operatério. Outra droga utilizada foi a Azathioprina na
dosagem de 2 mg/kg/dia. Para aqueles pacientes com sistema HLA ndo-idéntico foram

administrados o mesmo esquema anterior, além de Ciclosporina na dosagem de 8

mg/kg/dia.

O esquema de drogas para pacientes receptores de o6rgdos de doador cadaver foi
iniciado no dia do transplante com Prednisona, Azathioprina e Ciclosporina nas dosagens ja
descritas, com redugdo gradual. A partir do transplante, as 3 drogas eram administradas
diariamente nas seguintes doses: azathioprina, 2 mg/kg/dia; ciclosporina A, 8mg/kg/dia
com redugdo semanal de 1 mg/kg/dia mantendo-se ao final 4 mg/kg/dia; prednisona 1
mg/kg/dia por 10 dias, quando, entdo, a dose era reduzida para 0,75 mg/kg/dia e mantida
nos proximos 20 dias, em seguida passava-se a 0,5 mg/kg/dia por mais 30 dias sendo

finalmente reduzida e mantida a 0,25 mg/kg/dia.

Pacientes que apresentaram crise de rejeigdo ao enxerto renal, diagnosticada por
biopsia, receberam metilprednisolona na dosagem de 500 mg/dia por via endovenosa,
durante 3 dias. Casos em que a rejei¢do do enxerto mantinha-se apds o tratamento com
corticosterdides, receberam anticorpos monoclonais contra linfocitos CD3+ (OKT3), na

dose de 5 mg/dia, durante 10 dias.

Pacientes diagnosticados pelo corpo clinico como tendo doenga grave por CMV,
receberam pela via intravenosa 10 mg/kg/dia de ganciclovir, dividido em 2 doses, por pelo

menos 14 dias.
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3.1.2 Critérios de inclusdo dos pacientes no estudo

Os critérios para inclusdo dos pacientes nesse estudo foram: 1) sobrevida do
paciente e do rim transplantado de pelo menos 4 semanas, 2) imunossupressdo mantida, 3)
disponibilidade de amostras seriadas adequadas de sangue para a realizagao dos testes

laboratoriais.

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

material necessario ao estudo.

3.1.3 Critérios para detecgdo de infecgio ativa pelo CMV

O critério utilizado nesse trabalho para detecg@o de infecgao ativa pelo CMV foi a
presenca de antigenemia positiva. A antigenemia foi considerada positiva a partir de 1

célula positiva para 100.000 leucocitos contados.

3.1.4 Critérios para caracteriza¢io de provavel doenca por CMV

Para a caracterizacdo de provavel doenga por CMV, além da antigenemia positiva,
fazia-se necessaria a presenga de manifestagdes clinicas compativeis com aquelas
sabidamente causadas pelo CMV (Pannuti et al, 1987, Alfort e Britt, 1990): 1) febre
(acima de 38°C) com dura¢do minima de 3 dias, apos a exclusdo de outras causas, podendo
estar associada a um dos seguintes sintomas: dores mioarticulares, leucopenia (< 4X10°
leucocitos/L), trombocitopenia (< 150 X 10° plaquetas/L), hepatite, pneumonia sem outra
causa, ou ulceragdes gastrointestinais confirmadas por biopsia, encefalite ou mielite

transversa com detecgdo de CMV no liquor por PCR, antigenemia ou cultura.

Pacientes sem doenca por CMV foram individuos com auséncia dos sinais clinico-

laboratoriais citados acima, podendo apresentar ou nao antigenemia positiva.
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3.2 METODOS

3.2.1 Determinacio da antigenemia para CMV

3.2.1.1 Separagdo das células

Adicionou-se a 4 ml de dextran 2,5% igual volume de sangue total coletado com
EDTA a fim de se obter os granulocitos. Apos incubagio por 45 minutos, em angulo de 45°
a 37°C, em tubo plastico, aspirou-se o plasma sobrenadante e ressuspendeu-se o sedimento
com PBS ate 10 ml. A seguir, apos centrifugagdo por 10 minutos a 1600 rpm, aspirou-se o
sobrenadante e 5 ml de solugdo de lise foram adicionados ao sedimento e incubado a 4°C
por 7 minutos. Centrifugou-se durante 8 minutos a 1600 rpm. O sobrenadante foi
desprezado e o sedimento lavado com PBS por trés vezes. Apds a tltima lavagem o
sobrenadante foi aspirado e o botdo ressuspendido em 0,5 ml de PBS. A concentragdo de
células foi ajustada em 100.000 leucodcitos/ml. Laminas foram obtidas apoés
citocentrifugacao de 100 pl da suspensdo de leucocitos e fixadas em acetona por 5 minutos,
para posterior congelamento, se a lamina ndao fosse processada no mesmo dia. A lamina

pode ser conservada a -80°C até o momento do uso.

3.2.1.2 Kit Clonab CMV — APAAP Kit, Art. No 812680 (Biotest)

As laminas foram fixadas em metanol/acetona 1:1 por 90 segundos deixando secar
durante 5 minutos. 50ul de CLONAB — CMV (1:10 em tampao TBS) foram acrescentados
aos citocentrifugados por 30 minutos a temperatura ambiente em cadmara umida. As laminas
foram lavadas duas vezes com TBS durante 1 minuto, e secas ao redor do citocentrifugado.
Em camara umida, 50ul de anticorpo ponte (1:50 em TBS) foram adicionados ao
citocentrifugado durante 30 minutos a temperatura ambiente. Lavou-se 2 vezes com TBS
durante 1 minuto. Incubou-se com 50ul do complexo APAAP (puro) por 30 minutos a
temperatura ambiente. Lavou-se 2 vezes com TBS, durante 1 minuto. Incubou-se com

anticorpo ponte (1:50) por 10 minutos. Lavou-se 2 vezes com TBS durante 1 minuto.
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Incubou-se com complexo APAAP (puro) por 10 minutos. Lavou-se 2 vezes com TBS

durante 1 minuto.

Preparou-se antes do uso: reagdo do substrato com reativos corantes (reativo

substrato cromogeno):

a) Introduziu-se 2 gotas do concentrado de tampdo (frasco A) num tubo e
adicionou-se agua destilada até 2ml. Adicionou-se 1 gota do concentrado do

substrato (frasco B) e agitou-se no Vortex.

b) Em um segundo frasco adicionou-se 1 gota de Neofucsina (frasco C) e uma gota

do reativo de ativagdo (frasco D) e deixou-se em repouso por 3 minutos.

¢) Misturou-se o conteiido do A+B no tubo C+D, e agitou-se no Vortex.

Incubou-se os citocentrifugados com o reativo substrato - cromoégeno por 20
minutos a temperatura ambiente em cidmara umida no escuro. Lavou-se de 2 a 3 vezes com
4gua destilada ou TBS. Corou-se com Hematoxilina de Mayer diluida 1:10 em TBS por 7
minutos. Lavou-se com agua ou TBS. A leitura foi realizada em um microscopio optico

com aumento de 50x, usando 6leo de imersdo.

O resultado foi expresso em contagem total de células positivas em 100.000
leucécitos, ou seja, leucocitos com nicleo corado de vermelho no citocentrifugado.

Conforme figura 7.
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Figura 7 — Leucocitos humanos infectados com CMYV (pp65) e nao infectados. (1)

3.2.2 Imunofenotipagem de linfocitos

3.2.2.1 Reagentes utilizados

Foi utilizado o método de dupla marcagdo de sangue total, usando-se 0s seguintes
anticorpos monoclonais (Becton Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose, CA,
USA): anti-CD3-FITC (células T), anti-CD4-PE (células T"), anti-CD8-PE (células T
citotoxicas/supressoras ou células NK), anti-CD19-PE (células B), anti-CD16+56-PE
(células NK) e anti — HLA-DR-PE. Estes reagentes estdo listados na tabela 2.

Controle isotipicos IgG1/IgG2a (Becton Dickinson, San Jose, CA) foi utilizado

como controle negativo.

URICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL



Tabela 2 - Anticorpos monoclonais usados para a imunofenotipagem de linfécitos.

Anticorpos monoclonais | Fluorocromo Distribuigio

anti-CD3 FITC Células T

anti-CD4 PE Células Th, mondcitos

anti-CD8 PE Células T citotoxicas/supressoras, Células NK
anti-CD19 PE Ceélulas B

anti-CD16+56 PE Células NK

anti-HLA-DR PE Células B, mondcitos, células T ativadas

3.2.2.2 Técnica

Incubou-se, durante 20 minutos, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, 10ul de
anticorpo monoclonal com 100 pl de sangue total periférico coletados com EDTA (acido
etilenodiaminotetracético), 2 ml de solugio de lise (FACS Lysing Solution, Becton
Dickison nimero de catadlogo 349202 [92-0002]) foram acrescentados 3 mistura e
incubados durante 15 minutos ao abrigo da luz. Desprezou-se o sobrenadante apos
centrifugag¢do a 1.500 rpm. Lavou-se o sedimento com 1 ml de paraformaldeido a 1%. No
final o sedimento foi ressuspendido em 1 ml de paraformaldeido a 1%. A amostra foi lida,

dentro de 24 horas no citdmetro de fluxo.

Foram analizados um total de 2.500 células dentro da regido de linfocitos no
citometro de fluxo Ortho Cytoron Absolute (Ortho Diagnostic Systems Inc., Raritan, NIJ,
USA) O programa Immunocount II, versdo 2.0 foi utilizado para aquisi¢io e analise dos

resultados.

72



3.2.3 Testes para detec¢io de anticorpos IgG e IgM anti-CMV

3.2.3.1 Determinagdo de IgM anti-CMV por EIA (enzima imunoensaio)

As determinagdes de anticorpos IgM anti-CMV por EIA foram realizadas
utilizando-se kits comerciais “COBAS CORE (Roche) baseados na captura de anticorpos

de classe IgM, segundo as especificagdes do fabricante.

Resumidamente, 10 pl de amostras de soros diluidos a 1:50, foram adicionadas a um
tubo contendo esferas revestidas, sensibilizadas com anticorpo monoclonal de camundongo
IgG anti-IgM humana. Apos incubagdo por 15 minutos a 37°C os tubos foram lavados 3
vezes com agua destilada. A seguir, concentragdes apropriadas de antigeno de CMV e
conjugado (anticorpo monoclonal de camundongo IgG anti-CMV marcado com
peroxidase) foram misturados, e 200 pl dessa solugdo foram adicionados aos tubos e
deixados em repouso durante 60 min a 37°C. Os tubos foram entéo lavados por trés vezes
com 4gua destilada e 250 pl do sistema substrato (tetrametilbenzidina-peroxido de
hidrogénio) foram adicionados aos orificios. Quinze minutos apos a adi¢ao do sistema
substrato, as reagdes foram bloqueadas adicionando-se aos tubos de ensaio 1 ml de acido
sulfirico 5%. As absorbancias das reagdes foram lidas a 450 nm, utilizando-se uma leitora
de EIA (Cobas EIA Instruments). Os calculos foram realizados automaticamente atraves de
um programa de computagao especifico (Cobas Core Immunoassay Analyser). Todas as
reagdes foram realizadas em duplicata e as meédias das densidades opticas foram
consideradas. Em cada ensaio, soros controles foram incluidos para o calculo do “valor
limite”. Amostras cujas absorbancias foram maiores que o “valor limite” foram

consideradas reagentes.

3.2.3.2 Determinagdo de IgG anti-CMV por EIA (enzyme immunoassay)

As determinacdes de anticorpos IgG anti-CMV por EIA foram realizadas utilizando-

se kits comerciais da marca Cobas Core (Roche), segundo as especificagdes do fabricante.
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Resumidamente, 10 ul de amostras de soros diluidas a 1:50, foram adicionadas a um
tubo contendo esferas revestidas, sensibilizadas com anticorpo monoclonal de camundongo
IgG anti-IgG humana. Apoés incubagdo por 15 minutos a 37°C, os tubos foram lavados 3
vezes com agua destilada. A seguir, concentragdes apropriadas de antigeno de CMV e
conjugado (anticorpo monoclonal de camundongo IgG anti-CMV marcado com
peroxidase) foram misturados, e 200 pl dessa solugio foram adicionados aos tubos e
deixados em repouso durante 60 min a 37°C. Os tubos foram entdo lavados por trés vezes
com agua destilada e 250 pl do sistema substrato (tetrametilbenzidina-peroxido de
hidrogénio) foram adicionados aos orificios. Quinze minutos apos a adicdo do sistema
substrato, as reagdes foram bloqueadas adicionando-se aos tubos de ensaio 1 ml de acido
sulfurico 5%. As absorbancias das reagdes foram lidas a 450 nm, utilizando-se uma leitora
de EIA (Cobas EIA Instruments). Todas as reagdes foram realizadas em duplicata e as
medias das densidades opticas foram consideradas. As absorbancias das reagdes foram
convertidas automaticamente em U/ml através de um programa especifico (Cobas Core
Immunoassay Analyser). Amostras com atividade especifica maiores que 5 U/ml foram

consideradas reagentes.

3.2.4 Meéetodos Estatisticos

As variaveis quantitativas foram descritas através da mediana e amplitude
interquartil. Esta abordagem foi adotada uma vez que os dados ndo apresentaram uma
distribui¢do normal. Diferengas entre dois grupos foram comparadas pelo teste U de Mann-
Whitney. Quando foram comparados 3 ou mais grupos, foi usado o teste de Kruskal-Wallis.
As eventuais diferencas estatisticamente significativas foram localizadas através do teste de

DUNN.

O nivel de significancia adotado foi de a = 0,05. Todos os dados foram processados
e analizados com a ajuda dos programas Epi Info V6.04 e SPSS V6 (Statistical Package for

the Social Sciences).
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Resultados
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RESULTADOS

INFECCAO E PROVAVEL DOENCA PELO CMV

LS ]
L]

Foram estudados, no periodo pré-transplante e durante 12 semanas pos-transplante,
61 pacientes adultos transplantados de rim do Servigo de Nefrologia da Santa Casa de Porto
Alegre, de janeiro a dezembro de 1996. Dos 61 pacientes estudados, 41 (67,2%) ndo
apresentaram evidéncias de doenga por CMV no primeiro trimestre pos-transplante e 20
(32,8%) apresentaram sintomas compativeis com provavel doenga leve ou grave pelo CMV
em algum momento dos trés meses de estudo. O tempo mediano de ocorréncia da doenga
por CMV foi na 6° semana pos-transplante, variando entre a 2* e a 11* semanas. Entre os 41
pacientes que ndo apresentaram evidéncias de doenga por CMV, 28 (68,3%) apresentaram
antigenemia positiva em algum momento do estudo e os outros 13 (31,7%) nunca
positivaram a antigenemia. Dos 20 pacientes com provavel doenga por CMV, 8 (40,0%)
tiveram doenga leve com quadros de leucopenia, febre e plaquetopenia e 12 (60,0%)
apresentaram provavel doenga grave por CMV, com episodios de febre e/ou leucopenia
e/ou pericardite e/ou plaquetopenia e/ou hepatite e/ou gastroenterite e/ou rejeigdo, sendo
necessario o uso de ganciclovir. Todos os pacientes com infecgdo sintomatica curaram-se
espontaneamente ou apos tratamento com droga antiviral. As tabelas 3 e 4 sumarizam o0s

resultados da infecgdo por CMV nos transplantados estudados.
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Tabela 3 - Perfil sorologico pré-tx do doador e receptor e presenca ou auséncia de
provavel doenca por CMV nas 12 semanas poés-tx dos 61 pacientes adultos
transplantados de rim estudados

Pre’- tx (IgG) Sem doenga Com provavel doenga
Sem infecgdo | Com infec¢do | Doenga leve Doenga grave
ativa ativa
D-/R- 0 0 0 0
D-/R+ 1 0 0 1
D+/R- 0 0 0 4
D+/R+ 10 14 6 7
Doador nao deter/R+ 2 12 2 0
Doador ndo deter/R- 0 2 0 0
Total 13 28 8 12

D=Doador,; R=Receptor
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Tabela 4 - Manifestagoes clinicas, tratamento e funcionamento do enxerto dos 20

pacientes com provavel doenca pelo CMV

Paciente Sinais, sintomasc¢ | Tempo pos-tx de inicio Tratamento Funcionamento do
alteragoes laboratoriais do quadro clinico (ganciclovir) enxerto
(semanas) 10mg/kg/dia
(dias)

02 Febre, leucopenia, 8 24 Funcionante
gastroenterite

10 Febre, leucopenia 7 21 Funcionante

11 Febre, leucopenia, 4 21 Funcionante
pericardite

16 Leucopenia, Z Nao tratou Funcionante
plaquetopenia

17 Leucopenia, colite 9 Ndo tratou Funcionante

20 Febre, leucopenia, 4 14 Funcionante
plaquetopenia

22 Febre, lesdes 7 14 Funcionante
bolhosas na pele

24 Febre, leucopenia 4 14 Funcionante

25 Leucopenia 6 Nao tratou Funcionante

28 Febre, leucopenia, 4 14 Funcionante
dor epigastrica

29 Febre, leucopenia, 7 14 Funcionante
gastrite

30 Leucopenia 8 Nao tratou Funcionante

40 Leucopenia 1} Nio tratou Funcionante

43 Leucopenia, T 14 Funcionante
hepatite

44 Febre, leucopenia, 4 14 Funcionante
mialgias

46 Febre, leucopenia 5 21 Funcionante

47 Leucopenia 6 Nao tratou Funcionante

53 Leucopenia -+ Nao tratou Funcionante

56 Leucopenia 5 Nao tratou Funcionante

58 Febre, leucopenia 5 Nao tratou Funcionante

Pela analise da tabela 4, podemos observar que o dado clinico predominante nos
pacientes com manifestagdes clinicas atribuiveis a doenga pelo CMV foi o de sindrome

febril (55%). O inicio dos sintomas ocorreu em média 6 semanas apds o transplante renal e
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esta representado graficamente na figura 8. Analisando a figura 9 observamos que a

diminui¢do do numero de linfocitos T totais precede o aparecimento da doenga pelo CMV.

Representacgao grafica do
n° de casos com doenga pelo CMV X semanas pds tx

n° de casos

10 11 12

semanas

i

Figura 8 - Numero de casos com proviel doenca pelo CMV versus semanas pos-
transplante
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linfocitos totais/ ul

2000+
q A
1600+ - 51
1200+ pl E] Osem doenca
i mcom doenca
800 : mincidéncia da doenca
400-f] H

9 10 11 12 semanas pos-ix

pre 1 2 3 4 5

Figura 9 — Nimero absoluto de linfocitos T totais (CD3+) e a incidéncia de Doenca
pelo CMV.

As colunas brancas representam 0 numero absoluto de linfocitos T no grupo de pacientes
sem doenca pelo CMV. As colunas pretas representam este mesmo numero no grupo com
doenca pelo CMV e as colunas cinzas representam a incidéncia da doenga pelo CMV entre
0s NOssos pacientes nas 12 semanas poOs-transplante
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Figura 10 - Correlacio entre a antigenemia e a presenca ou auséncia de manifestacoes
clinicas atribuiveis a provavel doenca por CMV nos 61 pacientes receptores de
transplante renal estudados
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Cont. figura 10 - Corrclagdo entre a antigenemia ¢ a presenga ou auséncia de manifestagdes clinicas

atribuiveis 4 provavel doenga por CMV nos 61 pacientes receptores de transplante renal estudados
Ag = antigenemia (quadrado cheio (+); quadrado vazio (-)); MC = Manifestagdes Clinicas atribuiveis 4 provavel doenga pelo CMV
(losangulo vermelho cheio (+)); DG = Doenga grave: DL = Doenga leve. [A = infecgdo ativa

Pela analise da figura 10, podemos observar que, dos 61 pacientes estudados, 20
(32,8%) apresentaram provavel doenga pelo CMV e 48 (78,7%) positivaram a antigenemia
em algum momento do estudo. Dos 20 pacientes com provavel doenga pelo CMV, 17
(85,0%) positivaram a antigenemia antes ou durante o aparecimento de qualquer
manifestagdo clinica atribuivel & doenga pelo CMV, demonstrando que a antigenemia foi
capaz de fazer diagnostico precoce na maioria dos pacientes. Em alguns pacientes, existem
semanas em branco, pois as coletas nio foram possiveis de serem realizadas para a

determinag¢do da antigenemia.
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Figura 11 - Representa¢io grafica do nimero de células positvas/100.000 leucocitos,
ao longo das 12 semanas de estudo, dos 20 pacientes com provavel doenca por CMV

Pela analise da figura 11, podemos observar que o numero de celulas
positivas/100.000 leucocitos estudados, ao longo das doze semanas de estudo, variou de 3 a

573 células nos 20 pacientes com provavel doenga por CMV.
34 IMUNOFENOTIPAGEM DE SUBPOPULACOES LINFOCITARIAS

3.4.1 Valores absolutos das subpopulacdes linfocitarias e de células NK no momento

do pré-transplante dos receptores de rim

Nenhuma populagdo de células estudadas apresentou diferenga estatisticamente

significativa nos seus valores absolutos no momento pré-transplante.
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3.4.2 Valores absolutos das subpopulacdes linfocitiarias e de células NK nas doze

semanas posteriores ao transplante de rim

3.4.2.1 Linfocitos T (CD3+)

Durante a primeira semana pos-transplante, ndo ocorreram alteragdes na populagdo
de linfocitos T totais (CD3+) quanto aos valores absolutos em relagdo ao pré-transplante
em ambos os grupos. A partir da 2" até a 12° semanas pos-tx, o grupo com provavel doenga
por CMV apresentou valores de linfocitos T menores que o grupo sem doenga. Esta
diferenca, entre os dois grupos, foi estatisticamente significativa da 2" a 8" semanas. No
segundo més pos-tx, o grupo com provavel doenga por CMV apresentou os seus menores
valores de linfocitos T (CD3+), coincidindo com o periodo de maior incidéncia da doenga
no nosso estudo. A partir da 8" semana, os valores de linfocitos T (CD3+) comegaram a se
elevar no grupo com provavel doenga, atingindo seu maximo na 10" semana, retornando
aos valores basais na 12" semana de estudo. O grupo sem doenga por CMV sempre
apresentou, a partir da 2" semana pos-tx, valores de linfocitos T (CD3+) 50% mais elevados

que o pré-tx. Esses dados podem ser observados na Tabela 5 e Figura 12.
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Tabela 5 - Valores absolutos de linfécitos T (CD3+)/ul em pacientes transplantados
renais sem e com provivel doenca por CMV. Os resultados estio expressos em

mediana
Sem Doenga n P25-P75 Com Doenca n P25-P75 p
Pre-tx 1052,5 36 731-1305 1066 16 876-1534 | 0,6627
Semana 1 1040 41 678-1598 922 18 | 499-1409 | 0,3035
Semana 2 1412 41 082-1882 785,35 18 510-1469 | 0,0121*
Semana 3 14925 38 878-2088 6925 17 |269-1738 | 0,0127*
Semana 4 1619,5 3 1172-2241 726 19 354-1149 | 0,0002*
S7emana 5 15925 3 084-2314 573,5 16 |272-1132 | 0,0046*
Semana 6 1702,5 30 1004-2174 671 17 | 412-1500 | 0,0065*
Semana 7 1657,5 32 1086-2505 531 15 361-730 | 0,0005*%
Semana 8 1527 33 1032-2105 703 19 | 458-1740 | 0,0204*
Semana 9 1501 34 1136-2323 1114,5 12 | 617-1532| 0,0678
Semana 10 1802 31 1138-2267 1258 15 713-1379 | 0,0302*
Semana 11 1600 29 019-2221 1051 16 530-1749 | 0,0715
Semana 12 1676 25 1104-2251 1046 17 647-2056 | 0,1150
*p<0,03
Linfcitos Tl — Lol ety
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Figura 12 - Representacdo grafica dos valores absolutos de linfécitos T (CD3+) entre
os transplantados renais com provavel doenca por CMV (vermelho) e entre 0s sem
doenca (azul) *p<0,05 -
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3.4.2.2 Linfocitos T helper (CD3+CD4+)

Antes da segunda semana pos-transplante também ndo ocorreram alteragdes
significativas quanto aos valores de linfocitos Th em ambos os grupos. A partir da 2° até a
12" semana pos-tx, o grupo com provavel doenga por CMV apresentou valores de linfocitos
Th (CD3+CD4+) absolutos menores que o grupo sem doenga e esta diferenca foi
estatisticamente significativa. Entre a 5* e a 7° semana, o grupo doente atingiu seus valores
minimos de linfocitos Th, coincidindo com o periodo de maior incidéncia da doenga por
CMYV no nosso estudo. A partir da 8" semana, os valores de linfocitos Th comecaram a se
elevar no grupo doente, permanecendo significativamente menor que o grupo sem doenga

até a 12" semana de estudo. Esses dados podem ser observados na Tabela 6 e Figura 13.
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Tabela 6 - Valores absolutos de linfocitos Th (CD3+CD4+)/ul em pacientes
transplantados renais sem e com provavel doenca por CMYV. Os resultados estio
expressos em mediana

Sem Doenga n P25-P75 ComDoenga | n P25-P75 P
Pre-tx 6495 36 469-793 719,5 16 567-847 0,5066
Semana 1 i 41 436-1110 726,5 18 261-944 0,4588
Semana 2 948 41 660-1290 596,5 18 | 286-1058 | 0,0280%
Semana 3 9825 38 537-1324 477 17 174-1323 | 0,0346*
Semana 4 1114 36 734-1323 479 19 205-786 0,0003*
Semana 5 1039 36 648-1519 368 16 140-756 0,0013*%
Semana 6 1115 30 676-1431 431 17 270-844 0,0021*
Semana 7 1108 32 695-1648 370 15 243-458 0,0003*
Semana 8 960,5 33 619-1317 446 19 | 277-1089 | 0,0113*
Semana 9 972 34 758-1455 539 12 433-982 0,0277*
Semana 10 1125 31 845-1424 597 15 483-1005 | 0,0059*
Semana 11 1011 29 577-1419 714 16 304-959 0,0201*
Semana 12 1045 25 702-1418 614 17 | 483-1072 | 0,0391*
*p<0.03
I sem doencga por CMV
Linfécitos Thiul @ com doenca por CML\
2500 ~
2250 i
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]
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0 2, 3 44 54 B T 8Bs 9, 101112,
Semanas pos-transplante
Figura 13 - Representa¢io grifica dos valores absolutos de linfocitos Th (CD3+CD4+)

entre os transplantados r

sem doenca (azul). *p<0,05
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3.4.2.3 Linfocitos T citotoxicos (CD3+CD8+)

Na primeira semana pos-transplante, houve uma diminuigdo na contagem absoluta
de LTCs em ambos os grupos. A partir da 2" semana pos-tx, o grupo com provavel doenca
diminuiu seus valores de LTCs, atingindo o seu minimo valor na 7* semana. As diferencas
entre os dois grupos sdo estatisticamente significativas da 2" & 7* semanas. A partir da 8"
semana, os valores de LTCs do grupo doente comegaram a se elevar, atingindo os valores
proximos aos basais na 12* semana. O grupo sem doenga apresentou valores superiores aos
basais a partir da 2* semana de estudo até o final dos 3 meses pos-transplante. Esses dados

podem ser observados na Tabela 7 e Figura 14.
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Tabela 7 - Valores absolutos de linfocitos Te (CD3+CD8+)/ul em pacientes
transplantados sem e com provavel doenga por CMYV. Os resultados estio expressos
em mediana

Sem Doenga n P25-P75 Com Doenga N P25-P75 P
Pre-tx 411 36 | 258-598 381,5 16 278-579 0,9763
Semana | 350 41 | 219-514 2745 18 202-472 0,4199
Semana 2 432 41 | 308-601 251,35 18 137-452 | 0,0182*
Semana 3 471,5 3 277-650 235 17 102-564 | 0,0228*
Semana 4 478 36 | 362-746 251 19 129-452 | 0,0012*
Semana 3 460 36 | 306-722 170 16 117-364 | 0,0056*
Semana 6 477 30 | 300-760 236 17 143-482 | 0,0326*
Semana 7 610,5 32 | 365-787 162 15 118-324 | 0,0012*
Semana 8 539 33 | 352-673 324 19 169-573 0,0788
Semana 9 524.5 34 | 332-742 401,5 12 156-733 0,3050
Semana 10 569 31 | 360-775 476 15 235-633 0,1934
Semana 11 538.5 29 | 345-737 357 16 197-743 0,2304
Semana 12 455 25 | 319-740 324 17 198-768 0,3630
p<0.05
N 3 [ sem doenga por CMVJ
Linfocitos Tc/ul @ com doenga por CMV
1500 —
1250 -

1000 -

750

0123456789101112

Semanas pos-transplante
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Figura 14 - Representacdo grifica dos valores absolutos de linfécitos Tc (CD3+CD8+)
entre os transplantados renais com provavel doenca por CMV (vermelho) e entre os
sem doenca (azul) *p<0,05

3.4.2.4 Linfocitos B (CD19+)

Na primeira ¢ segunda semanas apos o transplante, observamos um aumento no
niimero absoluto de linfocitos B, tanto no grupo sem como no grupo com provavel doenca
por CMV. A partir da 3" semana, ocorreu uma diminui¢Zo em ambos os grupos, nos valores
de linfocitos B (CD19+). No grupo sem doenga, os valores mantiveram-se acima dos basais
nos 3 meses de estudo e, no grupo doente, os valores mantiveram-se abaixo dos basais da 3°
a 12" semanas pos-tx. Houve diferengas significativas nos valores de linfocitos B, entre os
dois grupos, na 4* e 7* semanas de estudo. Esses dados podem ser observados na Tabela 8 e

Figura 15.
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Tabela 8 - Valores absolutos de linfocitos B (CD19+)/ul em pacientes transplantados
renais sem e com provavel doen¢a por CMV. Os result

ados estio expressos em

mediana
Sem Doenca n P25-P75 Com Doenca n P25-P75 p

Pré-tx 126,5 36 76-154 119 16 95-253 0,3829
Semana 1 213 41 104-392 183 18 114-222 | 0,4998
Semana 2 267 41 167-417 186,5 18 92-274 0,0899
Semana 3 225.5 38 179-372 102 17 74-320 0,0728
Semana 4 258.5 36 134-377 120 19 69-171 | 0,0055*
Semana 5 237 36 151-379 109 16 84-207 0,0570
Semana 6 210 30 134-363 107 13 67-298 0,1159
Semana 7 229 32 132-294 08 15 32-113 | 0,0076*
Semana 8 200 33 108-310 100 19 60-280 0,1742
Semana 9 197 34 119-315 97 12 54-209 0,0641
Semana 10 209 31 142-251 134 15 49272 0,1192
Semana 11 212 29 103-284 108 16 62-226 0,0834
Semana 12 174 25 99-216 111 17 49-229 0,2334

P<0.05

==
g sem doenga por CMV |
@ com doenga por CMV |

Linfécitos B/ul
800

0 J_'_|__—'_|—_ T 3 —|—1—'—_r—
0 1 2 3 45 6 7«8 9 101112

Semanas pos-transplante

Figura 15 — Representacio grafica dos valores absolutos de linfécitos B (CD19+) entre
os transplantados renais com provavel doenca por CMYV (vermelho) e entre os sem
doenca (azul) *p<0,05 -
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3.4.2.5 Linfocitos T ativados (CD3+HLA-DR+)

No grupo com provavel doenga por CMV, os niveis de linfocitos T ativados
(CD3+HLADR) tenderam a diminuir da 1* 4 7* semana pés-tx. A partir da 8" semana, os
valores aumentaram, chegando aos mesmos niveis do momento pré-tx na 12" semana de
estudo. O grupo sem doenga permaneceu com valores proximos aos basais ao longo dos
trés meses. Na 6" e 7* semanas pos-tx, os dois grupos apresentaram diferengas nos valores
absolutos de linfocitos T ativados estatisticamente significativas. Esses dados podem ser

observados na Tabela 9 e Figura 16.
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Tabela 9 - Valores absolutos de linfécitos CD3+HLA-DR+/ul em pacientes
transplantados sem e com provavel doenga por CMYV. Os resultados estao expressos

em mediana

Sem Doenga | n_| P25-P75 Com Doenca| n | P25-P75 p
Pre-tx 134,5 36 91-214 201 16 | 142-344 | 0,0554
Semana 1 117,5 41 | 65-190 153,5 18 | 54-326 0,3641
Semana 2 139 41 | 72-214 114 18 | 39-225 0,4083
Semana 3 149 38 | 78-222 96 17 | 46-149 0,1971
Semana 4 133 36 62-256 85 19 43-124 0,1194
Semana 35 140 36 | 83-200 81,5 16 | 46-218 0,3991
Semana 6 164 30 | 110-200 94 17 | 64-155 | 0,0422%
Semana 7 173,5 32 | 117-263 82 15 | 43-192 | 0,0590
Semana 8 168 33 | 94-273 120 19 | 58-292 | 0,5598
Semana 9 137 34 | 79-380 222 12 | 72-386 | 0,8694
Semana 10 200 31 | 73-427 165 15 | 89-413 0,9220
Semana 11 133 29 | 98-368 231,53 16 | 137-373 | 0,3339
Semana 12 143,5 25 | 84-375 204 17 | 78-334 | 0,9184
P<0.05
[ sem doenga por CMV 1
Linfécitos T ativado/ul pm com doenga por CMV
700 i
]
R
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]
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Semanas pos-transplante
Figura 16 - Representagdo grafica dos valores absolutos de linfocitos T ativados
(CD3+HLA-DR+) entre oS transplantados renais com proviavel doenga por CMV

(vermelho) e entre os sem
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3.4.3 Células NK (CD3-CD(16+56)+)

Os valores de células NK apresentaram uma queda de aproximadamente 50% dos
seus valores basais na primeira semana pos-transplante, mantendo-se baixo até a 12°
semana de estudo em ambos os grupos. Na 7* semana, os niveis de células NK diminuiram
significativamente no grupo com provavel doenga pelo CMV (46 X 26; P=0,0155). Os

dados podem ser observados na Tabela 10 e Figura 17.
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Tabela 10 - Valores absolutos de células NK CD(16+56)+ em pacientes transplantados
renais sem e com provivel doeng¢a por CMYV. Os resultados estio expressos em
mediana

Sem Doenga| n P25-P75 |Com Doenga | n P25-P75 p
Pré-tx [16 36 80-189,5 |[113 16 75-209,5 |0,7064
Semana 1 51 41 38-78 65,5 18 47-128 0,1298
Semana 2 64 41 34-98 319 18 |36-95 0,5813
Semana 3 485 38 32-78 52 17 27-97 0,8128
Semana 4 | 50.5 3 37-80 47 19 [19-95 0,4625
Semana 5 46,5 3 27,5-75 |42 16 22-75,5 |0,8661
Semana 6 50,5 30 27-80 41 & 30-90 0,9735
Semana 7 46 32 31,5-91,5 |26 15 11-59 0,0155*
Semana 8 48 33 35-60 53 19 14-110 0,9318
Semana 9 49 34 29-90 33.5 12 8-100,5 (10,2709
Semana 10 [45 3l 25-83 55 15 30-121 0,3668
Semana 11 |3 29 24-56 40 16 15:198,8 10,7739
Semana 12 |39 25 25-55 50 17 18-109 0,4194
p<0,05
g sem doenga por CMV 1
Células NK/ul @ com doenga por cMV
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Figura 17 - Representagao grifica dos valores absolutos de células NK (CD3-

CD(16+56)+) entre 0S transplantados renais com provavel doeng¢a por CMV
(vermelho) e entre os sem doenca (azul) p<0,05
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Discussdo




4 DISCUSSAO

O citomegalovirus € um dos agentes infecciosos mais importantes que acometem
pacientes transplantados e € responsavel pela significante morbidade e mortalidade

apresentada pelos receptores de 6rgaos (Rubin, 1993; St. George e Rinaldo CR, 1999).

O advento de drogas especificas eficazes para o tratamento das infec¢des causadas
pelo CMV, e o estudo das interagdes entre o sistema imunologico do transplantado na
presenca do virus tém como objetivo reduzir o impacto clinico desta infec¢do nos grupos de

risco

Um dos metodos utilizados para o diagnostico da infecgdo ativa pelo CMV € a
detecgdao de anticorpos especificos de classe IgG e IgM. Contra 0 CMV, em geral, essa
detec¢dao, em pacientes que pela primeira vez entraram em contato com o virus, pode ser
efetuada em poucas semanas apos a infecgdo e persiste indefinidamente. A presenga
pregressa de anticorpos confere certo grau de prote¢@o contra subseqiiente doenga por
CMYV, mas ndo protege contra reativagao endogena do virus latente ou de reinfec¢do por
cepa exogena (Smiley et al., 1985; ABBAS, 1997)

Duas importantes razdes para o uso clinico de testes sorologicos detectores de
anticorpos contra 0 CMV no receptor de transplante incluem a identificagdo de individuos
susceptiveis a infecgdo primaria e rastreamento de doadores de sangue e 6rgdos, pelo risco
da transmissdo acarretada por portadores do CMV latente (Grundy et al., 1988; Rubin,
1990).



A partir da década de 80, foi introduzido o metodo imunoenzimatico — ELISA —
para diagnostico da infecgdo pelo CMV. Esse tipo de reagdo sorologica mostrou-se mais
sensivel e especifica quando comparada a técnicas como a IFI (imunofluorescéncia

indireta) (Moore et al., 1985, Demmler et al., 1988; Miller et al., 1989).

Os resultados do presente trabalho, para a detecgdo de anticorpos anti-CMV, com o
método ELISA, mostraram que 56 receptores dos 61 estudados eram soropositivos (91,8%)

para o CMV antes do transplante.

Na analise do perfil sorologico dos receptores de rim, no momento do transplante,
nossos resultados mostraram que os pacientes 5, 22, 28, 29, 43 e 44, soronegativos em
relagdo ao CMV, encontravam-se sob risco de contrair infecgao primaria pelo CMV, apos o

transplante, pois seus doadores eram soropositivos.

Este estudo ndo utilizou a analise soroldgica para o diagnostico de infecgdo ativa
por o CMV no periodo pos-transplante, pela limitagdo desse método em transplantados,
devido a significativa imunossupressao a que estes pacientes sao submetidos, o que pode
interferir na produgdo de imunoglobulinas e resultar em dados incorretos (Drago et al,
2000). Além disso, Vendrell e col. (1991) demonstraram que a secregao n vitro de
anticorpos anti-CMV de classe IgM em sobrenadantes so pode ser observada de 2 a 3
semanas apds o aparecimento de manifestagdes clinicas, tornando o diagnostico da doenga

muito tardio.

Além da sorologia, dispomos de outras técnicas para o diagnéstico da infecgao pelo

CMYV, tais como cultura viral, antigenemia e PCR.

A técnica da antigenemia para a monitorizagdo da infecgdo pelo CMV tem-se
mostrado de grande valia no seguimento de pacientes com doenga pelo CMV (van den Berg
et al., 1992), por ser um teste capaz de detectar a infecgdo, em leucocitos circulantes,
particularmente nos granulocitos, mesmo antes da doenga estar clinicamente aparente
(Gotti et al., 1996) e de monitorizar os mesmos durante a infec¢do (St. George and Rinaldo
CR, 1999).
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E uma técnica rapida, sensivel e especifica (Bittsch et al, 1993; Gotti et al., 1996;
Schroeder e col., 1999). A detec¢do precoce de antigenos virais em leucocitos de sangue
periférico parece se adequar melhor para orientar o inicio de um tratamento precoce do que
a cultura viral, uma vez que, nos estudos de Winston et al. (1995), 60% dos pacientes que
desenvolveram doenga por CMV ndo apresentaram culturas positivas antes dos sintomas
clinicos, mostrando que culturas semanais além de laboriosas podem ser falso negativas (St.

George and Rinaldo CR, 1999).

Nossos achados estdo de acordo com estudos prévios, mostrando que a antigenemia
é um método adequado para diagnéstico da infecgdo ativa pelo CMV. Nenhum paciente
com antigenemia negativa, ao longo dos trés meses de estudo, desenvolveu doenga pelo

CMV (Gomez et al., 1999; Schroedet e col., 1999).

Quanto a ser um marcador precoce de infec¢do, somente o paciente 53 apresentou
sintomas clinicos associados a doenga pelo CMV anteriores a antigenemia tornar-se
positiva. Ja os pacientes 10, 11, 16, 17, 20, 22, 24, 25, 28, 30, 40, 43, 44, 46, 47, 56, 58
positivaram a antigenemia antes do aparecimento de qualquer sintoma clinico. Nos
pacientes numero 2 e 29, a antigenemia ndo foi determinada em algumas semanas
anteriores ao aparecimento dos sintomas clinicos. Estes resultados demonstram que a
antigenemia foi um marcador precoce de infecgdo ativa pelo CMV na maioria dos pacientes

estudados.

Poucos sio os estudos que comparam os resultados quantitativos da antigenemia
entre diferentes laboratorios. Uma vez que cada laboratério usa uma metodologia diferente,
torna-se cada vez mais necessario uma padronizagdo destas medidas. A varia¢do
intralaboratério na leitura das laminas para a quantificagdo do numero de células positivas
varia de 9-101%, dependendo do grau de positividade. Alguns fatores podem ser
responsaveis por isto: a baixa frequéncia de células positivas e sua grande variabilidade, a
perda de leucécitos durante o procedimento de centrifugagdo (perdas na ordem de 35-65%)

ou em alguma outra etapa da técnica (The et al., 1995).
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Rubin (1993) demonstrou que os niveis de antigenemia estao correlacionados
positivamente com a sintomatologia. Em 357 amostras de sangue examinadas o risco de
doenga por CMV foi zero na auséncia de antigenemia, 10% em associagdo com niveis de
0,5 a 5 células positivas em 50.000 leucocitos estudados e de 70% em casos de mais de 50

células positivas em 50.000 leucdcitos.

Quando observamos os estudos de St George and Rinaldo CR (1999), constatamos
uma mediana baixa de células positivas (15 células positivas/200.000 leucocitos) em
transplantados de rim, quando comparados com outros tipos de transplante, tais como
pulmdo (689 células positivas/200.000 leucdcitos), coragao (80 células positivas/200.000

leucocitos) e medula dssea (16 células positivas/200.000 leucocitos).

O niimero de células positivas, encontrado no nosso estudo, variou de 3 a 573, nao
tendo nenhuma correlagio com a gravidade da doenga pelo CMV. Como exemplo,
podemos citar os pacientes 2, 11, 20, 22,28, 29 e 44 com doenga grave e um baixo numero
de células positivas (de 3 a 6) e os pacientes com doenga ieve 30, 53 e 58 que apresentaram
até 107 células positivas. Estes resultados diferem dos achados de Schroeder et al. (1999)
em que o grupo de pacientes com doenga ativa pelo CMV apresentou uma meédia de células
pp65 positivas de 158 + 298 (variando de 2 a 1350), comparado com 9,5 + 13,6 (1 a 69) no
grupo com antigenemia positiva, mas sem nenhum sinal ou sintoma de doenga ativa pelo

CMV.

Existem algumas etapas dos procedimentos técnicos da antigenemia que poderiam
interferir, significativamente, na diminui¢dgo do numero de células positivas, ou seja, a
sensibilidade do teste. Entre os fixadores que podem ser usados, estudos demonstram que
formaldeido/NP40 daria um nimero de células maiores que outros fixadores, tais como a
acetona usada em nosso estudo. O formaldeido/NP40 preserva muito bem a morfologia da
célula, produz o minimo de coloragio de fundo e artefatos e um sinal especifico (Gerna et
al.,1992; Boeckh et al., 1994). Quanto aos anticorpos monoclonais usados, eles devem ser
especificos contra a proteina pp65. Recomenda-se usar uma combinagdo de diferentes

anticorpos monoclonais contra diferentes epitopos para se obter uma melhor sensibilidade
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do método (1sto € C10/C11 (Biotest, Dreieich, Germany) ou 2A6/1C3). Gerna et al. (1992)
demonstraram um nimero maior de células positivas usando os anticorpos 2A6/1C3 ao
inves dos anticorpos C10/C11. Aiém do que a técnica de coloragdo por imunofluorescéncia

poderia apresentar melhores resultados que a imunoperoxidase usada em nosso trabalho (St.
George and Rinaldo CR, 1999).

Nossos resultados de infecgdo e doenga por CMV em receptores de rim (78,7% X
32,8% respectivamente) estdo de acordo com dados de literatura nacional (Costa et al.,

1999), mostrando uma alta incidéncia de infecgdo ativa por CMV em transplantados de rim.

Dos 41 pacientes que nao apresentaram nenhum sinal de doenga nos trés meses pos-
tx, 28 positivaram a antigenemia em algum momento do estudo, confirmando estudos

anteriores de que CMV viremia/antigenemia pode ocorrer em pacientes assintomaticos
(Drago et al., 2000).

Entre os pacientes que apresentaram doenga pelo CMV, podemos dividi-los em dois
grupos: os pacientes com doenga leve (16, 17, 25, 30, 47, 53, 56 e 58) e os pacientes com
doenca grave (2, 10, 11, 20, 22, 24, 28, 29, 40, 43, 44 ¢ 46).

A infecgdo primaria pelo CMV em receptores de rim, normalmente, ocorre em
pacientes soronegativos para 0 CMV que receberam um rim de um paciente soropositivo. A
forma primaria de infec¢@ao € mais virulenta que a forma de reativagdao do virus. Os
pacientes (22, 29, 43 e 44) que eram soronegativos no pré-transplante e foram
transplantados com doadores soropositivos desenvolveram doenga grave pelo CMV. A
sorologia dos doadores dos pacientes 5 e 28 (soronegativos no pré-transplante) ndo foi
determinada no momento pré-transplante. Uma vez que o paciente 28 desenvolveu doenga
grave pelo CMV apos o transplante e n3o tenha sido exposto a nenhum outro fator de risco,

supomos que ele tenha recebido o rim de um doador soropositivo.

O tempo mediano de ocorréncia da doenga por CMV foi na 6" semana pos-

transplante, variando entre a 2* e a 11* semanas, confirmando o primeiro trimestre pos-
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transplante como o periodo de maior risco de contrair a doenga pelo CMV (Rook et al.,
1984, Dafoe et al., 1987).

A detecgdo rapida do CMV em sangue periférico tem sido objeto de varios estudos,
com o objetivo de correlacionar a viremia com uma resposta clinica, mas no seguimento da
doenga pelo CMV devemos, também, considerar o quanto a resposta celular imune esta
comprometida. A utilizagdo da monitorizagdo de subpopulagdes linfocitarias para este fim
ainda ndo foi claramente definida na era aa utilizagdo da ciclosporina como droga

1Munossupressora.

A infecgio pelo CMV é conhecida por provocar alteragdes nas subpopulagdes

linfocitarias no sangue periférico (Wramner et al., 1995).

Varios grupos demonstraram que a auséncia de uma imunidade celular em
receptores de 6rgdos ¢ um importante fator para o desenvolvimento de doenga pelo CMV
(Rook et al., 1984; Reusser et al., 1991; Aguado et al., 1995; Zeevi et al., 1998; Zaia et al,
2000).

A hipotese de que a resposta imune celular possa ser monitorada in vivo por
imunofenotipagem ¢é de grande interesse pratico. O uso de anticorpos monoclonais € a
introdugdo dos citometros de fluxo nos laboratorios tornou possivel uma monitorizagao
rapida e ndo invasiva das populagdes linfocitarias em uma grande variedade de situagdes. A
reprodutibilidade deste método permite a analise de amostras em série, como foi realizado
neste estudo. Além do que, as técnicas de medida da atividade de linfocitos T citotoxicos
ou de células NK sdo mais laboriosas e requerem maior disponibilidade de tempo e espago,

sendo, também, de custos mais elevados.

Varios estudos em sangue periférico foram realizados para o diagnostico de rejei¢o
e infecgdo apos o transplante de rim (Trinidade et al., 1992; Beik et al., 1998). No entanto,
torna-se dificil encontrar diferengas proeminentes nos valores absolutos destas
subpopulagdes entre uma fase latente e uma fase ativa de rejeig@o ou infecgdo (Takahara et

al, 1989). Além disso, as determinagdes quantitativas destas subpopulagdes foram
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realizadas somente durante o periodo ativo, ndao tendo dados sobre os periodos anteriores ao
episodio de rejeig@o ou infecgdo. Infelizmente, estudos anteriores encontraram correlagdes
entre subpopulagdes linfocitarias e eventos clinicos que sao significativos somente em um
senso estatistico e que possuem um valor pratico muito pequeno, quando aplicado a um
paciente individual. Também, variagdes nos protocolos de drogas imunossupressoras
usadas, variagdes nas técricas de quantificagdao das células, heterogeneidade dos anticorpos
monoclonais usados e diferentes métodos de analise destes achados tornou a interpretagao e
correlagdo destes dados problematicos. Conseqlientemente, muitos resultados conflitantes

apareceram na literatura (Siegel et al., 1989).

Neste estudo, nds medimos a evolugdao das quantidades de diferentes populagdes
linfocitarias, incluindo as células NK em sangue periférico nos trés primeiros meses pos-
transplante renal, independente da presenga ou auséncia de doenga por CMV. Examinamos
somente alteragdes fenotipicas de diferentes populagdes de c€lulas e ndo tivemos como

objetivo medir a especificidade ou as funcdes das mesmas.

O numero de linfocitos T totais foi caracterizado pelo marcador CD3+. A vantagem
da realizagdo da analise multiparamétrica pela citometria de fluxo permitiu a identificacao
de subpopula¢des linfocitarias, tais como linfocitos T auxiliares pela presenga de
CD3+CD4+ e linfocitos T citotoxicos CD3+CD8+. Linfocitos B foram caracterizados pelo
marcador CD19+, linfocitos T ativados pelos marcadores CD3+HLA-DR+ e céelulas NK
pela presenga de CD3-CD(16+56)+.

O numero absoluto das células estudadas ndo diferiu entre os grupos com e sem
doenga no momento pré-transplante. Logo, ndo houve diferenca nos niveis de nenhuma
célula que pudesse predizer algum comportamento no pos-transplante, tais como tendéncia

a doencga ou nao pelo CMV.

Logo apos o transplante, nossos resultados demonstraram uma redugdo do nimero
absoluto de subpopulagdes de células T, podendo ser atribuida as altas doses de drogas

imunossupressoras usadas, as quais sdo reduzidas gradualmente com o passar do tempo. As
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variagdes apresentadas nas duas primeiras semanas apds o transplante renal estdo de acordo

com dados de literatura (Trinidade et al., 1992), e ndo variaram entre os dois grupos.

Rook et al. (1984) demonstraram a diminuigdo, também, da atividade de LTCs e de
células NK neste mesmo periodo. A diminuigdo do nimero absoluto e da resposta
citotéxica especifica e ndo especifica ao virus, imediatamente apos o transplante, refletem o
efeito das drogas imunossupressoras e deve estar relacionada a alta freqii€ncia de reativagao

da infecgdo pelo CMV em receptores de rim.

O aumento de linfocitos B imediatamente apos o transplante, enquanto valores de
linfocitos T diminuem, pode ser uma conseqiiéncia do uso de terapia imunossupressora
com metilprednisolona, uma vez que esta descrito que esta droga induz o aumento de

linfocitos B circulantes (Trinidade et al., 1992).

Quanto as células NK, muitos sdo os fatores que podem explicar a diminui¢do do
valor absoluto das mesmas apos o transplante renal. O stress da cirurgia pode alterar a
imunocompeténcia. Os corticosteroides s@o conhecidos depressores da atividade das células

NK, assim como o uso da ciclosporina atraves da inibigdo de IL-2 (Cooksey et al.,1984).

Como a azatioprina induz uma grave depressao na atividade de celulas NK
circulantes, ndo é surpresa que os niveis das células NK dos nossos pacientes permanegam
baixos uma vez que eles estio em protocolo de imunossupressao triplice (Siegel et al,

1989).

Entre 2 2% e 7° semanas pos-transplante, o niumero absoluto dos linfocitos T totais,
linfocitos Th e LTCs do grupo com doenga pelo CMV apresentou uma diminuig¢@o
acentuada, diferindo significativamente do grupo sem doenca. Este periodo coincide com 0
periodo mediano de ocorréncia da doenga pelo CMV, caracterizando a diminuigao de uma
resposta celular antes do episodio clinico com a posterior instalagdo da doenga pelo CMV.
Esta acentuada diminui¢do de uma resposta celular parece alterar o sistema imunologico de
tal forma que predispde a doenga pelo CMV. Com excegdo da 7 semana, os linfocitos B

ndo apresentaram diferengas significativas entre os dois grupos ao longo do estudo.
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ApoOs a 7° semana, nosso estudo mostrou uma elevagdo nos valores absolutos dos
linfocitos T totais, sendo os LTCs (CD8+) os de aumento mais significativo, mas linfocitos
Th (CD4+) tambem se elevaram. Este aumento de LTCs pode representar um caminho
efetor de ativacdo envolvido no processo de recuperagdo da doenga pelo CMV ou pode ser

um achado nao especifico refletindo, assim, a ativagio do sistema imune.

Uma vez que todos os pacientes recuperaram da doenga pelo CMV, nosso estudo
sugere que os LTCs participam da recuperagdo da infec¢do pelo CMV (Rook et al., 1984;
Reddehase et al. ,1985; Reusser et al., 1991; Nordgy et al, 1999). Visto que grande parte
dos pacientes apresentou infecgdo por reativagio do virus latente ou por aquisicio de cepas
exogenas vindas de orgdos transplantados, a resposta de LTCs parece ndo estar
correlacionada com a supressao da infecgdo, mas poderia proteger contra uma doenca grave
pelo CMV (Reusser et al., 1999). Estas células efetoras parecem estar envolvidas no

controle da infecg¢@o por limitar a carga viral sistémica.

Enquanto o papel dos LTCs na recuperagdo da doenga pelo CMV tem sido
demonstrado como essencial, a participagdo dos linfocitos Th CD4+ ainda parece
controversa (Komanduri et al., 2001). Nossos resultados, assim como os de Rager-Zisman e
col. (1994) sugerem que ambas as subpopulagdes de células T participam do processo de

prote¢ao contra a infecg@o fatal pelo CMV.

A necessidade da participagdo de varias subpopulagdes linfocitarias na protegao
contra doengas virais tem sido discutida na literatura. Em experimentos com transferéncia
de celulas de bago, a deplegao total de linfocitos T elimina a fungio curativa dos mesmos,
enquanto que, quando apenas uma subpopulagdo ¢ suprimida, este efeito € parcial (Rager-
Zisman et al., 1994).

Jonjic et al. (1990) demonstraram que, na auséncia de linfocitos T CDS8+, os
linfécitos T CD4+ adquirem uma atividade protetora compensatoria, ausente em

camundongos normais que est3o se recuperando de uma infecgdo viral.
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Em transplantados de pulméo, foi demonstrada uma baixa frequéncia de resposta de
linfocitos Th contra diferentes proteinas do CMV em todos os pacientes que desenvolveram
doenca ativa pelo CMV (Zeevi et al., 1998). Além da diminui¢do da atividade de linfocitos
Th, houve também diminuigio significativa dos valores absolutos desses linfocitos antes do
desenvolvimento de doenca ativa. Em nosso estudo, foi encontrada a mesma situagdo, a

qual reflete a dificuldade do sistema imune em montar uma resposta primaria contra o
CMV.

Os LTCs e as células NK parecem ter um papel complementar na recuperagao da
infecgdo pelo CMV. A recuperagdo da doenga coincide com uma expansdo e ativagdo de
LTCs e de células NK. Na infecgio primaria, ambas as subpopulagdes atuam; enquanto nas
infecgdes secundarias, somente os LTCs estariam envolvidos no processo. A ativagao de
linfocitos T CD8+ foi associada com a recuperagdo tanto da infecgdo primaria como da
infecgdo secundaria € com um baixo risco de recaida apos a terapia antiviral. Ja as células
NK CD56+ respondem principalmente durante a infecgdo primaria e parecem ser menos
importantes na recuperagdo da infecgdo secundaria, e na recaida de infecgdo pelo CMV
(Van den Berg et al,, 1993b). A resposta celular nao especifica pode limitar a replicagao
viral e a disseminagdo da doenga durante uma fase precoce ou na infecgdo primaria,
enquanto que uma resposta celular especifica seria necessaria para controlar e manter a
laténcia do virus. Em uma infecgdo secundaria esta resposta especifica poderia ser
mobilizada mais rapidamente e as células NK passariam a ter uma fungao menos

importante.

Experimentos em modelos murinos para 0 CMV demonstraram que as células NK
protegem contra uma infecgdo fatal pelo CMV (Bukowski et al, 1984,1985; Rager-Zisman
et al., 1994). Nossos resultados ndo apresentaram um envolvimento expressivo das células
NK em ambos os grupos estudados, com exce¢do da 6" semana quando existe uma
diminuigdo significativa do numero absoluto das células NK no grupo com doenga pelo
CMV. nio detectada no grupo sem doenga. O periodo de recuperagao da doenga nao foi

acompanhado por um aumento significativo das células NK.
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Estes resultados podem ser explicados pelo pequeno numero de casos de infecgao
primaria do nosso estudo. A maioria dos pacientes apresentaram infecgdo secundaria ou
reinfecgio pelo CMV, uma vez que 90,2% dos pacientes estudados apresentavam sorologia

positiva para 0 CMV no pré-transplante.

Dos 20 pacientes estudados com doenga pelo CMV, 16 apresentaram infec¢do
secundaria. Na infecgio secundaria, teriamos a neutralizagdgo do virus pela imunidade

humoral pré-existente (Drago et al., 2000).

Nossos resultados mostraram uma elevag¢do no nimero absoluto de linfocitos T que

expressam o antigeno de ativagao HLA-DR.

A ciclosporina é conhecida como um inibidor da expressao do antigeno HLA-DR
em linfocitos T. Estudos mostram que a expressdo de HLA-DR aumenta durante episodios
de rejeicdo em pacientes tratados com azatioprina e prednisolona, mas nao aumenta em

pacientes tratados com ciclosporina e prednisolona ou s6 cilosporina (Siegel et al., 1989).

Este estudo demonstrou que o aumento da expressio de HLA-DR por linfocitos T
aconteceu na presenga de ciclosporina durante a doenga pelo CMV. Isso sugere a
possibilidade do virus induzir a ativagao de células T, ocorrendo o aumento da expressao de

HLA-DR, como uma via efetora alternativa da resposta ac CMV.

Analisando em conjunto nossos resultados, verificamos que a 6° semana pos-
transplante foi de maior risco para os transplantados de contrair doenga pelo CMV e que o
namero absoluto de linfécitos T CD8+, linfocitos T CD4+ e linfocitos T co-expressando
HLA-DR esta significativamente diminuido antes da doenga, sendo que estes valores se
elevam significativamente com a recuperagdo da mesma. Embora as alteragdes nestas
populagdes de células ndo déem um diagnostico definitivo de doenca pelo CMV, a
conformidade dos padrdes descritos dardo suporte diagnostico para a suspeita de doenga

pelo CMV, permitindo um melhor monitoramento do paciente.
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Nosso estudo ndo foi capaz de alcangar valores absolutos de subpopulagdes
linfocitarias capazes de determinar presenga ou auséncia de doenga grave pelo CMV, o que
sugere que estas variaveis sozinhas ndo sdo suficientes para serem utilizadas como um
método de screening de doenga para o CMV. Outro aspecto importante € que a analise por
citometria de fluxo fornece uma rapida informagdo (fenotipicamente) sobre o numero de
células supressoras/indutoras e efetoras circulantes em pacientes transplantados, as quais
anteriormente tinham que ser demonstradas através de testes laboriosos de medidas

funcionais in vitro (Hanas et al., 1989).

Outro aspecto seria que testes funcionais, in vifro, utilizam um numero fixo de
células mononucleares e ndo levam em conta o numero real absoluto, por milimetro de
sangue, das diferentes subpopulagdes no periodo pos-transplante. Ou seja, ndo leva em
conta variagdes interindividuais. A avaliagdo do niimero absoluto poderia, em muitos casos,
fornecer uma estimativa mais relevante da reatividade do sistema imune do que as medidas

funcionais (Van den Berg et al., 1992).

Qual o fator ou fatores determinantes que predispdem determinado paciente a

desenvolver a doen elo CMV, ainda, ¢ incerto. Fatores genéticos, infecgGes
¢a p g , ¢

preexistentes ou diferentes susceptibilidades a drogas imunossupressoras podem estar

implicadas (Drago et al., 2000).

Nossos resultados possuem importantes implicagdes clinicas, possivelmente
estabelecendo um “grupo de risco” para o desenvolvimento de doenga por CMV. Assim, a
monitorizagio de diferentes subpopulagdes linfocitarias juntamente com a antigenemia
podem ser extremamente Uteis na selegdo de pacientes de “alto risco” para desenvolver
doenca pelo CMV, possibilitando a introdugéo precoce de terapia antiviral ou redu¢@o da
terapia imunossupressora. Embora outros estudos sejam necessarios, principalmente para
verificagdo do envolvimento de outras populagdes de células, nossos resultados sao
relevantes e de interesse para estudos posteriores sobre o envolvimento do sistema imune

contra a doenga pelo CMV em humanos.
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Conclusoes
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1.

CONCLUSOES

Os resultados do presente trabalho mostraram que 90,2% dos receptores de
transplante renal estudados eram soropositivos para o CMV no pré-transplante.
Esses resultados sdo compativeis com dados da literatura que apontam
prevaléncias de infec¢do pelo CMV, com variagdo entre 80 a 100% quando

populagdes de reduzido nivel socioecondmico sdo analisadas.

A técnica da antigenemia utilizada neste trabalho para a detecgdo de infecgao
ativa pelo CMV revelou que 78,7% dos pacientes estudados apresentaram
infecgdo ativa pelo CMV no pos-transplante, 32,78% dos transplantados renais
desenvolveram doencga pelo CMV, na maioria dos casos, caracterizada como

uma sindrome “mononucleose like”.
Nenhum paciente com antigenemia negativa desenvolveu doenga por CMV.

A antigenemia positiva antecedeu o quadro clinico de provavel doenga por

CMV na quase totalidade dos casos estudados.

Analisando em conjunto nossos resultados, verificamos que a 6* semana pos-
transplante foi de maior risco para os transplantados de contrair doenga pelo
CMV.

O nimero absoluto de linfocitos T citotoxicos, de linfocitos T auxiliares e de

linfocitos T co-expressando o marcador de ativagdo HLA-DR estdo diminuidos
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na fase anterior ao episodio de doenga pelo CMV e aumentam na fase de

recuperagdo da doenga em pacientes transplantados de rim.

Os resultados do nosso trabalho indicam que o numero absoluto das células NK
parece ndo ser relevante nas infec¢des secundarias causadas pelo CMV, uma vez
que a maioria dos pacientes teve infecgdo secundaria e esta subpopulacdo de

linfocitos ndo apresentou diferengas significativas ao longo do estudo.

O numero absoluto de linfocitos B ndo apresentou variagdes significativas entre

os grupos estudados.

Nio foi objetivo deste trabalho medir a atividade de diferentes populagdes de
células. Para mais conclusdes sobre os mecanismos envolvidos na ativagido do
sistema imune na doenga pelo CMV, estudos envolvendo outras subpopulagdes

tornam-se necessarios
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