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RESUMO

O herpes virus humano HHV-6 e HHV-7 pertencem a subfamilia herpes virinae,
familia herpes viridae, sdo virus universais e apods infeccao primaria permanecem
latentes no organismo, podendo ser reativados por periodo de imunossupressao.
O objetivo da pesquisa visou a padronizacado e implantacao da antigenemia para
diagnéstico precoce de HHV-6 e HHV-7 e a realizacao da sorologia para HHV-6
em pacientes submetidos ao transplante de figado do Hospital das Clinicas da
Unicamp. A partir dos dados obtidos da antigenemia para HHV-6 e HHV-7, avaliou
com os achados de antigenemia do HCMV, N-PCR para HCMV, HHV-6, HHV-7 e
outros aspectos clinico-laboratoriais. O protocolo foi seguido de acordo com o0s
requerimentos para pesquisas e foi aprovado pelo Comité de Etica Institucional da
Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM) da Universidade Estadual de Campinas
(Unicamp). Conseguiu-se para o estudo amostras de 32 pacientes, com idade
mediana de 47 (18-66) anos, sendo 20 (62,5%) do sexo masculino e 12 (37,5%)
do sexo feminino. A monitorizagdo dos pacientes foi realizada prospectivamente
desde o pré-transplante e no pés-transplante, de modo semanal no 1% e 2°,
quinzenal no 3% més e mensal do 4° més até o final do 6° més. A partir de
linfécitos extraidos de sangue periférico realizou-se a deteccdo de antigenos de
HHV-6 com anticorpos monoclonais C65206M (marca Biodesign International,
France) e MAB8535 (marca Biodesign International - USA) e conjugados de soro
de coelho anti-lgG de camundongo Z0412-1 (marca Dako - CA, USA) e soro de
cabra anti-lgG de coelho marcado com peroxidase 81-6120 (marca Zymed, CA,
USA). Para a deteccdo de antigenos de HHV-7 foi utilizado o anticorpo
monoclonal de rato KR4 (marca Advance Biotechnologies, Canada), conjugado
soro de coelho anti-imunoglobulina de camundongo P0260 (marca Dako
Cytomation, USA) e conjugado soro de cabra anti-lgG de coelho 81-6120
(marca Zymed, CA, USA) diluidos em PBS/BSA e aplicados sobre a fixacao
celular. Foi realizado a deteccéo de anticorpos IgM anti HHV-6 pelo teste de Elisa
(marca Panbio, USA). Com essas metodologias a deteccéo de IgM anti HHV-6 foi
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positiva em 15,6% dos pacientes no pré transplante, 25% na quarta semana,
40,6% na 12 semana e em 46,9% na 24 semana apds o enxerto. A antigenemia
para HCMV, HHV-6 e HHV-7 foi positiva em 46,9%, 62,5% e 46,8%
respectivamente. A N-PCR para HCMV e HHV-6 ocorreu em 81% dos casos, e
para HHV-7 foi de 46,8%. Detectou-se que 50% dos pacientes estudados tiveram
doenca por HCMV. A doenca causada pelo HHV-6 foi em 46,8% dos pacientes e
em 15,6% para HHV-7. A concomitancia de doencas foi observada nos pacientes
com HCMV e HHV-6 em 21,9% e em 15,6% dos pacientes com HHV-6 e HHV-7.
A doenca causada pelos beta herpes virus foi detectada com maior frequéncia ao
redor da quinta semana. E os episddios de doenca para HHV-6 e HHV-7 surgiram
antes do aparecimento da doenca por HCMV. Este estudo confirma a relevancia
da infeccao pelo HCMV, HHV-6 e HHV-7 e a importancia do monitoramento
através de técnicas para a deteccao precoce desses agentes, possibilitando a
utilizacdo de um tratamento preemptivo, com reducéo do risco de doenca.
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ABSTRACT

Introduction: The human herpes viruses type 6 (HHV-6) and 7 (HHV-7) belong to
the herpes virus subfamily, herpes viridae family, are universal viruses and after
primary infection remain latent in the organism and may be reactivated during an
immunosuppression period. The aims of the research were to standardize,
implement and monitor antigenemia for early diagnosis of HHV-6 and HHV-7 and
serology for HHV-6 in patients who underwent liver transplantation in the Hospital
of the State University of Campinas. The data obtained for HHV-6 and HHV-7
antigenemia were correlated with results for HCMV, N-PCR for HCMV, HHV-6,
HHV-7 and other clinical and laboratorial aspects. The protocol was followed
according to the research requirements and was approved by the Institutional
Ethics Committee of the State University of Campinas. Thirty-two patients were
studied, mean age 47 (18-66) years old, in which 20 (62.5%) were male and
12 (37.5%) were female. The monitoring of the patients was carried out
prospectively since pre-transplantation and during post-transplantation period;
weekly in the first and second month, fortnightly in the third month and monthly up
to the sixth month. Detection of HHV-6 antigens was held from lymphocytes
extracted from peripheral blood using monoclonal antibodies C65206M
(Biodesign International, France) and MAB8535 (Biodesign International-USA);
rabbit anti-mouse 1gG Z0412-1 (Dako, USA) conjugate serum and goat anti-rabbit
marked with peroxidase IgG 81-6120 (Zymed, USA) conjugate serum. For HHV-7
antigens detection, KR4 (Advance Biotechnologies, Canada) mouse monoclonal
antibody, conjugate P0260 (Dako Cytomation, USA) rabbit anti-mouse IgG serum
and conjugate goat anti-rabbit IgG serum 81-6120 (Zymed, USA) were used,
diluted in PBS/BSA and applied over the cell fixation. IgM anti HHV-6 antibody
detection was held by ELISA test (Panbio, USA). Using this methodology IgM anti
HHV-6 detection was positive for 15.6% of the patients in pre-transplantation,
25% in the fourth week, 40,6% in the twelfth week and 46,9% in the 24th week
after the transplantation. HCMV, HHV-6 and HHV-7 antigenemia was positive in
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46.9%, 62.5% and 46.8%, respectively. HCMV and HHV-6 PCR occurred in
81% of the cases and for HHV-7, 46.8% of the cases. It was detected that 50% of
the patients manifested HCMV disease. Disease manifested in 46.8% and
15.6% of the patients for HHV-6 and HHV-7, respectively. Concomitance of the
diseases was observed in patients with HCMV and HHV-6 in 21.9% and 15.6% of
the patients with HHV-6 and HHV-7. The disease caused by beta herpes virus was
detected with higher frequency around the fifth week. HHV-6 and HHV-7 disease
episodes appeared prior to HCMV disease. This study confirms the relevance of
HCMV, HHV-6 and HHV-7 infection and the importance of monitoring through
techniques for early detection of these agents, allowing the usage of a preemptive
treatment, reducing the risk of disease.
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1.1- Historico dos transplantes de orgaos

Os programas de transplantes de 6rgaos tiveram inicio no final da
década de 1940, em Paris, Londres, Edimburgo e Boston. Em 1954, foi realizado o
primeiro transplante renal com sucesso, por Joseph Murray, na cidade de Boston,

com gémeos idénticos.

E o primeiro transplante hepatico realizado pela primeira vez foi no ano
de 1955 pela técnica heterotdpica, em que o figado do doador foi colocado no
abddmen inferior e o figado do receptor foi deixado em sua posi¢ao original.

O primeiro transplante ortotopico, em que o figado do doador substitui o
do receptor, foi realizado em cées nos laboratérios de Moore, em Boston, e Starzl,
em Chicago no ano de 1959 e 1960 (Ringe, 1994).

Até a década de 70 nao existiam perspectivas de tratamento para
pacientes com doencas de figado em estagio avancado. Dispunham-se apenas de
medidas paliativas, que eram capazes de diminuir o sofrimento do individuo
durante a fase final da evolugao da doencga. Entretanto o transplante de figado
abriu perspectivas animadoras, representando, o maior progresso da hepatologia

moderna.

Nos anos seguintes os esforcos foram no sentido de superar problemas
de rejeigcdes no pds-operatdrio com desenvolvimento de drogas com melhor agao
imunossupressora e expressivos efeitos colaterais, tais como a nefrotoxicidade,
hipertensdo arterial, neurotoxicidade, hiperglicemia, neoplasias, infeccoes,
hiperlipidemia e hiperpotassemia.

O aumento de sobrevida po6s-transplante hepatico ocorreu em 1978 em
Cambridge com o grupo liderado por Roy Calne onde foram introduzidos novos

agentes imunossupressores para controle de rejeicao (Starzl et al., 1981).

Na década de 80 com o surgimento da ciclosporina que representava
menor efeito colateral transformou contribuiu muito para o sucesso dos

transplantes, que passou de uma simples curiosidade, para uma terapia efetiva
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(Lamb, 2000; Schafer, 2001). Esta década foi um marco na era dos transplantes,
pois representou uma época com surgimento de varios eventos, tais como;

novas drogas imunossupressoras, a ciclosporina e otacrolimus.

Outro fator importante foi a padronizacdo nas retiradas mdultiplas dos
orgaos dos doadores cadaveres e o desenvolvimento por Belzer de uma nova

solucao de conservagao para os 6rgaos.

Todos estes avancos permitiram obter resultados encorajadores nos
servicos de transplantes do rim, coracao e figado proporcionando uma sobrevida

de até 80% apos dois anos do enxerto (Pereira, 2004).

Embora o transplante ndo representasse a cura, ele proporcionava
esperanga, a0 mesmo tempo receio por trazer consigo a ansiedade da rejeicéo,
especialmente porque se tratava de um procedimento em fase experimental,

mas a esperanca, freqlientemente é a parte da condicao humana.

Assim os servigos de transplantes foram se tornando cada vez mais
solidificados, e no Brasil o Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo USP, realizou vérias tentativas por duas equipes
diferentes (Raia, 1969). Foi a pioneira no transplante de figado na América Latina,
realizado em 1° de setembro do ano anterior, 1984.

O servico de transplante da Unidade de Figado do HC da Unicamp
iniciou sua fase experimental em caes e porcos, no Nucleo de Cirurgia
Experimental e Medicina da Unicamp no ano de 1989. E somente em 1991 foi
realizado com sucesso o primeiro transplante ortotépico de figado em paciente de
sexo masculino portador de Hepatite C.

Até a presente data a Unidade de Transplante de Figado da Unicamp ja
realizou mais de 550 transplantes de figado e outros tipos de transplantes
realizados por outras equipes da Unicamp ja totalizam mais de 5.000.
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O Hospital das Clinicas da Unicamp esta entre os hospitais que mais
realizam esses procedimentos de transplantes de érgaos no pais, € um dos 10 no
estado de Sao Paulo e o que mais realiza procedimentos no interior,

com destaque para rins e figado.

Apoés todas as experiéncias por varios servicos no mundo o transplante
de figado passou de um procedimento experimental para uma modalidade a
terapéutica de escolha no tratamento das doencas crénicas ou agudas,
que possibilita a reversdao do quadro terminal de um paciente com doencga
hepatica. E utilizado como recurso para pacientes portadores de lesdo hepatica
irreversivel, quando mais nenhuma outra forma de tratamento se encontra

disponivel.

Estes breves histéricos descritos anteriormente sobre a evolugdo dos
transplantes no mundo trazem consigo uma nova classe de pacientes,
e simultaneamente novos desafios a pratica médica com a emergéncia de quadros

clinicos relacionados ao tratamento pés-transplante.

Alguns destes desafios sao as infeccdes virais, que estao relacionadas
com grande numero de morbidade e mortalidade nesses pacientes,
sendo amplamente disseminadas. Estas infec¢cées sdo causadas por diversos
virus, dentre eles os herpes virus, que tém sido relatados por varios grupos de
pesquisa como sendo o0s responsaveis por diversas sindromes nos

transplantados.

1.2- Historico da subfamilia beta herpes virus

A descoberta do Citomegalovirus Humano (HCMV) teve inicio em 1881,
quando, pela primeira vez, os efeitos histoldgicos da infeccao foram observados
no rim de uma crianga recém-nascida. Em 1904 identificado por Ribbert ao agente
etiolégico da "Doenca de Inclusao Citomegalica", cuja denominagao deriva-se do
efeito citopatico caracteristico, representado pelo aumento dos volumes celulares
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pdr inclusdes intracelulares e citoplasmaticas observadas nos tecidos infectados
(Maya et al., 2000).

Desde 1881 e em 1921 células caracteristicas semelhantes foram
reportadas por Goodpasture e Talbot em um caso fatal associado a esse virus
envolvendo pulmao, figado e rim de uma criangca recém-nascida (Drew, 1988).

A primeira evidéncia experimental do provavel agente etiolégico da
"Doenca de Inclusdo Citomegalica" foi proposta por Cole & Kuttner em 1926,
quando demonstraram a transmissdo da doenga em cobaias e sugeriram que este

agente possuia caracteristicas de virus.

O trabalho de Farber & Wolbach (1932) mostrou a primeira evidéncia de
que o virus de glandula salivar era relativamente frequente e demonstraram ter
encontrado células citomegalicas tipicas em 12% de criancas estudadas.
Em 1954, usando a infeccdo salivar de camundongo como modelo,
Smith conseguiu isolar o virus em cultura de tecidos (Smith et al., 1997).

Em 1956/57, o isolamento do citomegalovirus humano ocorreu quase
que simultaneamente por trés pesquisadores: Smith em St. Louis, Rowe em
Bethesda e Weller em Boston, que utilizaram técnicas de cultura celular em
amostras de urina e tecido de criangas com provavel infecgdo causada pelo virus
(Smith et al., 1997).

Em 1970 foram organizados grupos de estudo para avaliar o impacto da
infeccdo em imunocomprometidos e através disto propor estratégias para o
controle da infecgdo. Na década de 1980 iniciaram-se as medidas de controle do
HCMV com os agentes antivirais e intervencdes imunoldgicas, e atualmente os
avancos para se compreender infeccOes causadas por este virus estdo
relacionadas aos aspectos de deteccdes laboratoriais e clinicos, principalmente
nos pacientes considerados grupos de risco (Costa, 1999).

Em 1910, foi descrito por Zahorsky apresentacao clinica do exantema
subito, porém, nessa época ainda nao se conhecia o agente causador da doenca.
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Somente em 1941, em um estudo prospectivo de pacientes que apresentavam
exantema subito, foi entdo levantada a hipétese de que poderia ser um virus o

agente causador da doenga.

Em 1986 o HHV-6 foi isolado pela primeira vez a partir de células
mononucleares de sangue periférico de pacientes adultos com desordens
linfoproliferativas (Leach et al., 2002; Sashihara et al., 2002; Taniguch et al., 2000;
De Bolle L et al.,, 2005), e de pessoas com Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (AIDS) (Braun et al., 1997) e subsequentemente nomeado de virus
linfotrépico B humano (HBLV), pois parecia apresentar um tropismo pelo linfocito B
(Santos, 2000).

Em 1987 apds analise de microscopia eletrénica do genoma do HBLV,
foi revelado as caracteristicas morfoldgicas consistentes e chegou-se a conclusao
que este agente se distinguia de outros herpes virus humanos e foi designado
Herpes Virus Humano Tipo 6 (HHV-6), ficando de acordo com as normas
estabelecidas pelo Comité Internacional de Taxonomia dos Virus (Braun et al.,
1997).

No Japdao em 1988, ocorreu a primeira publicacdo correlacionando
doencga clinica com HHV-6, na qual demonstrou-se a soroconversao para este
virus em criangcas com diagnéstico clinico de exantema subito a partir de cultura

celular em sangue periférico (Santos, 2000).

Em 1993 Ablashi et al, reconheceram oficialmente duas variantes de
HHV-6, sendo a variante A e B (HHV-6A e HHV-6B) que apresentam
caracteristicas bioldgicas, imunoldgicas, epidemiolégicas e moleculares bem
distintas. O genoma completo das duas variantes s6 foi determinado em 1995
para a variante A e em 1999 para a variante B (Gomples et al., 1995; De Bolle L
et al., 2005).

O HHV-7 foi isolado pela primeira vez em 1990 e tem sido relacionado a
processos exantematicos em criancas (Exantema subito ou Roseola infantum),
encefalopatia e encefalites quando acomete pacientes transplantados
(Frenkel et al., 1990; Ward, 2005; Razonable et al., 2002).
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Assim como HHV-6 o HHV-7 também causa sindromes infecciosas
comuns na infancia, conhecido como exantema subito (Tong et al., 2000).
O HHV-7 integra seu material genético (DNA) em células linfoides do hospedeiro
conduzindo a uma infeccdo latente controlada eficazmente, pelo sistema imune
em pacientes imunocompetentes. No caso de pacientes imunossuprimidos pode
se reativar e, em associagdo com outros herpes virus causar danos tanto ao érgao
transplantados, como ao estado geral do paciente (Lautenschlager et al., 2002;
Scott et al., 2011).

Estudos recentes tém sugerido que a associacdo entre o HHV-7 e
HCMV pode elevar o nivel de imunossupressdao e aumentar a incidéncia de
rejeicdo, possivelmente devido a uma potencializacdo do efeito do HCMV ou
modulacao do sistema imune do receptor (Tong et al., 2000; Scott et al., 2011).

Esta imunomodulacao pode predispor a outras infec¢cées oportunistas
como invasao fungica (Griffiths, 2000; Razonable et al, 2002). Ao longo do tempo
os estudos e observacbes in vivo e in vitro tornaram evidente a importancia do
HHV-6 e do HHV-7 como patégenos ou co-patégenos apds transplante de érgaos.
Varios estudos atualmente tém relatado que HHV-6 e HHV-7 juntos com HCMV
podem ocasionar grande impacto clinico nos pacientes apds enxerto
(Lautenschlager et al., 2006; Scott et al., 2011).

O Herpes virus Humano 6 (HHV-6) e Herpes virus Humano 7 (HHV-7)
estdo intimamente relacionados com base no tropismo celular e caracteristicas

semelhantes de crescimento (Yoshikawa, 2003)

1.3- Caracteristicas estruturais da Subfamilia beta herpes virus

Os herpes virus tém estruturas semelhantes, com tamanhos que variam
de 120 a 200nm de diametro. Apresentam 4 elementos estruturais principais,
um nucleocapsideo icosaédrico com capsémeros protéicos; estrutura protéica

eletrodensa contendo o DNA viral; um envelope derivado da membrana celular

Introdugéo
54



contendo glicoproteinas virais e proteinas integrais, e um tegumento, localizado

entre o nucleo capsideo e o envelope (Brennan, 2001).

O trabalho de Ferreira e Souza (2002) descreve os herpes virus
pertencentes a familia Herpes viridae composta por oito espécies de importancia
médica, sendo cada grupo deles pertencentes as suas respectivas subfamilias.

O Herpes virus Humano HCMV, Herpes virus Humano Tipo 6 e Herpes
virus Humano Tipo 7 pertencem a sub-familia Beta herpes virinae
(B-herpes virinae), o Herpes virus Humano Tipo 8 (HHV-8) e Epstein Barr virus ou
HHV-4 da subfamilia Gamma herpes virinae (y-herpes virinae) e os Hespes virus
Humano 1 e 2 (HVS-1) e (HVS-2) pertencem a subfamilia Alpha herpes virinae
(a-herpes virinae). A Tabela 1 ilustra os virus do grupos herpes da familia Herpes

viridae de interesse médico.

Tabela 1- Virus do grupo herpes que infectam humanos

Virus Sinénimo Sub-familia Abreviacao
Herpes virus Humano-1 Herpes simplex-1 o HSV-1/HHV-1
Herpes virus Humano-2 Herpes simplex-2 o HSV-2/HHV-2
Herpes virus Humano-3 Varicella-zoster o VZV/HHV-3
Herpes virus Humano-4 Epstein-Barr Y EBV/HSV-4
Herpes virus Humano-5 Citomegalovirus B HCMV/CMV/HHV-5
Herpes virus Humano-6 Nao ha B HHV-6
Herpes virus Humano-7 Nao ha B HHV-7
Herpes virus Humano-8 Nao ha Y KSHV/HHV-8

Os alfa herpes virus tém crescimento rapido, costumam infectar as

células epiteliais e desenvolver seu sitio de laténcia nos neurdnios.

Os beta herpes virus sao de crescimento lento, infectam células e

tornam-se latentes numa variedade de tecidos.
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Os gama herpes virus, ao infectarem, tornam-se latentes nas células

linféides (Levinson et al., 2000).

1.3.1- Citomegalovirus Humano (HCMV)

O Citomegalovirus Humano possui ultra-estrutura semelhante a de
outros herpes virus, comprovado por microscopia eletrénica, por isso € também
conhecido como Herpes virus Humano Tipo 5 (HHV-5). Essa classificacdo de
HCMV é baseada em propriedades biol6gicas de especificidade ao hospedeiro,
ciclo de replicagao e efeitos citopaticos em geral. Tem sido isolado em diferentes
vertebrados, dentre eles; camundongos, macacos e os homens (Mustafa, 1994).

Como todos os herpes virus possuem quatro elementos estruturais: um
core elétron-denso, um capsideo com simetria icosaédrica, um tegumento
ocupando espaco entre capsideo, e um envelope embebido por glicoproteinas e

proteinas de membranas (Braun et al., 1997).

O HCMV ¢é composto por uma cadeia dupla de DNA
(acido  desoxirribonucléico) linear contendo  aproximadamente  240kb
(Brennan, 2001) que codifica 33 proteinas estruturais e um numero indefinido de
proteinas nao estruturais, sendo algumas delas conhecidas por serem
imunogénicas e desencadearem resposta humoral especifica. Tem genoma
extremamente grande, com comprimento estimado de 65-68nm, e pode ser
dividido em dois segmentos, denominados componente longo (L) e curto (S),
com possibilidade de sofrerem inversdo durante a replicacao. Os segmentos estao
delimitados por sequéncias repetitivas terminais (TR). A juncao entre o0s
componentes L e S é composta de sequéncias repetitivas internas (IR) e sao
designadas IR-L e IR-S, quando ligadas aos componentes L e S respectivamente.
A sequéncia entre as regides repetidas sdo unicas (U) e denominadas como U-L e
U-S. O HCMV tem maior complexidade gendmica do que outros herpes virus,
devido a ocorréncia de varias aquisicdes e duplicagdes génicas (Levinson et al.,
2000).
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Quando as fitas de DNA do virus sao desnaturadas, tendem a se anelar
e formar “loop”, indicando que as moléculas possuem dois pares de repeticdes
invertidas subdividindo o genoma em um segmento grande, correspondendo a
uma Unica regidao (UL, 174kpb) a qual esta inserida entre repeticbes invertidas
(IRL/TRL) e um segmento pequeno (US), que é uma sequéncia unica de 35,6kpb
flanqueada por repeticoes curtas invertidas (IRS/TRS) (Levinson et al. 2000,
Landolfo et al., 2003). Foi observado recentemente que o RNA era purificado das
particulas virais, este mecanismo da expressao génica dos herpes virus permite
gue 0S genes virais sejam expressos no interior da célula infectada imediatamente
apos a entrada viral e na auséncia de transcricdo do genoma viral. Nao se tem
ainda um conhecimento da funcdo destas proteinas codificadas por esse RNA
(Levinson et al., 2000). O virion completo mede entre 180 e 250nm de didmetro;
possui um envelope glicolipidico que envolve toda estrutura viral, um capsideo
icosaédrico de 110nm, com 162 capsémeros que envolvem o nucleo composto por
DNA de dupla hélice com 240kb (Levinson et al., 2000).

Capsomero
Genoma

Tegumento ou Matriz
Envelope Lipidico

Glicoproteinas

(www.biografix.de/hcmv/metaframe/htm)

Figura 1- Estrutura Morfologica dos herpes virus
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O HCMV é bastante termolabil e sua vida média a 37°C € de apenas
45 minutos, sendo totalmente inativado a 56°C durante 30 minutos
(Rowshani, 2005)

Para ocorrer o inicio da infeccao na célula, é necessario que o virus
seja adsorvido aos receptores de superficie celular e haja fusdo do envelope viral
com a membrana citoplasmatica celular. Posteriormente, o capsideo ¢é
transportado para os poros nucleares e o DNA é liberado no nudcleo celular,
onde ocorrem a transcricio do DNA viral e producdo de novos capsideos
(Silva, 2000).

Durante a infecgdo natural, a replicagdo do virus pode ocorrer em
células epiteliais, endoteliais, musculares, mesenquimais, hepatécitos,

granulécitos e macréfagos (Gerna et al., 2000)

Estudos in vivo com células de pacientes imunocompetentes e
imunossupremidos mostram que os leucdcitos polimorfo nucleares sao as células
sanguineas mais frequentemente infectadas pelo HCMV (Bonon et al., 2005) e
representam importante sitio de replicacao (Gerna, et al., 2000; Rowshani, 2005).

1.3.2- Herpes virus humano Tipo 6 (HHV-6)

O herpes virus humano (HHV-6) esta intimamente relacionado com
citomegalovirus humano. Foi descoberto em 1986 e tem estudos relacionados a
este virus tem se expandido consideravelmente nos ultimos 10 anos. A descoberta
do receptor CD46 tem esclarecido melhor os aspectos que envolvem o tropismo
celular de HHV-6.

O HHV-6 difere dos outros herpes virus por suas propriedades
antigénicas e seu conteudo genético, apresenta duas variantes (62 e 6B)
(Razonable et al., 2009, Loginov et al., 2010; De Bolle L et al., 2005).
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Apesar das duas variantes possuirem 90% de similaridade em suas
sequéncias de nucleotideos, elas apresentam caracteristicas bioldgicas,
genéticas e imunolégicas distintas (Dockrell, 2003). A maioria dos sintomas
ocasionados por infeccao pelo HHV-6, incluindo roseola infantum, tém sido
associados a variante B e as alteragbes neurologicas (Singh N et al., 2000),
associadas a variante A, (Razonable, 2009), sendo a segunda mais prevalente em
individuos infectados com o virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV) (Viana et al.,
2002). O HHV-6 A demonstra maior viruléncia com a imunossupressao,

comparado a variante B (Razonable e Paya, 2002).

O genoma do HHV-6 contém 160-162kb, com uma regido central Unica
(U) de 143-144kb, contendo estruturas de leitura aberta (ORFs) U1-100.
Estima-se que o HHV-6 possui mais de 100 genes que codificam proteinas
(Yamanishi, 2000). A transcricdo de genes é semelhante ao padrao das herpes
viroses, com proteinas expressas imediatamente  precoces  (lE),
precoces (E) e tardias (L) (Mirandola et al., 1998; Dockrell et al, 2003).

O gene U39 esta envolvido na replicacao do virus e os genes U39 e
U48 contribuem para fusao virus-célula, através da sintese das glicoproteinas de
superficie gB e gH. A gB do HHV-6 tem 39% de similaridade com a gB do HCMV,
sugerindo uma reatividade imunolégica cruzada entre a gB do HHV6 e a gB do
HCMV (Dockrell et al., 2003).

O HHV-6 é composto por uma fita de DNA linear com aproximadamente
160 kb, envolvido por capsideo icosaédrico constituido por 162 capsémeros e
envelopado. A particula viral envelopada mede cerca de 180 a 200nm de diametro
(Santos et al., 2000). Tem se mostrado em sequenciamentos de nucleotideos 66%
de homologia entre a sequéncia do DNA do HHV-6 e HCMV (Singh e Carrigan,
1996). E um virus linfotrépico, utiliza receptor celular CD46 e pode infectar outras
células, como os mondcitos, células endoteliais, epiteliais, células da glia e
fibroblastos (Harma et al., 2003; Desachy et al., 2001).
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O ciclo completo da replicacdo do HHV-6 ocorre em torno de 5 dias,
quando o virus pode ser detectado no interior de vacuolos citoplasmaticos e
extracelularmente. Nos 3 primeiros dias de infeccdo, o capsideo e o DNA viral
podem ser observados no interior do ndcleo. O envelope ocorre por brotamento de
vacuolos citoplasméticos, posteriormente fundem-se a membrana citoplasmatica

liberando particulas maduras.

O HHV-6 pertence ao género Roseolo virus e possui 0 genoma colinear
ao herpes virus humano tipo 7 (HHV-7), a homologia € de 46.6% a 84,9%.

1.3.3- Herpes virus Humano Tipo 7 (HHV-7)

O HHV-7 nao foi classificado até agora, embora suas propriedades
biol6gicas parecam ser similares a classificagdo do HHV-6, que é do género

Roseolo virus, da Subfamilia beta herpes virus (Dewhurst et al. 1997).

O HHV-7 é um virus linfotropico, tem tropismo por células T CD4+ e
linhagem celular SupT1 (célula T linfloblastéide de linhagem continua). N&o infecta
mondcitos e o receptor CD4 € necessario, mas nao o suficiente para a entrada do
virus na célula. O epitopo CD4 estd presente em células glandulares,
0 que explica o isolamento deste virus em saliva de humanos ao incorporar seu

DNA nestas células, permanecendo latente (Miyaki et al., 2006).

Estudos do HHV-7 tem sido bastante utilizado a transferéncia dos virus
que sao isolados a partir das células de cordao umbilical para linhagem celular
continua T linfoblastéide - SupT1, devido ao fato de ser mais confiavel trabalhar
com células de linhagem continuas do que manter sempre disponiveis células de

cordao umbilical vidveis e livres de contaminacao (Ablashi et al., 1998).

Embora, seja mais confortavel trabalhar com culturas celulares de
linhagem continua, os antigenos de HHV-7 aparecem, em cultivo celular, entre 4 e
7 dias apés células de sangue de cordao terem sido infectadas, ja as células
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SupT1 demoram de 7 a 14 dias para demonstrarem antigenos sugerindo maior
susceptibilidade das células de sangue de cordao a infeccao por este virus do que
as células SupT1. Outras linhagens celulares T linfoblastéides que se mostram
eficientes para o isolamento do HHV-6 (linhagens HSB2, MolT-3, J-Jhan,
MolT-4 Jurkat) ndo sédo susceptiveis a infecgdo pelo HHV-7, pelo menos, ndo o
suficiente para serem Uteis para o cultivo (Ablashi et al., 1998).

O grau de infectividade e demonstracado de antigenos é similar (45-60%
de células infectadas) nos dois tipos de células - Células de sangue de cordao e
SupT1 (Ablashi et al., 1998).

1.4- Mecanismo de replicacao do HCMV, HHV-6 E HHV-7

Os herpes virus tém a capacidade de infectar diferentes tipos celulares,
apresentando tropismo por determinados tecidos. Apo6s infeccdo primaria os
herpes virus induzem a laténcia em seus hospedeiros naturais por toda a vida e o
mecanismo da infecgdo latente ainda nao foi totalmente elucidado (Bresnahan &
Shenk, 2000). Sabe-se que para alguns herpes virus, a laténcia ocorre em tipos
especificos de células que permitem a entrada do virus, mas bloqueiam sua
replicacdo. Andlises de determinados genes que permanecem ativos sugerem que
eles atuem como reguladores, e podem manter o virus em estado de laténcia ou
ativo para a recorréncia (Silva, 2000; Bresnahan & Shenk, 2000; Miller et al.,
2005).

A estabilidade da laténcia e os fatores que irdo reativar os virus sao
diferentes para cada um, embora todos sejam reativados por drogas
imunossupressoras, entretanto, estudos em humanos apontam para o provavel
sitio de laténcia, subpopulacdes de linfocitos, onde ocorreria a expressao de um

namero minimo de genes (Lautenschlager et al., 2002).

A associagao celular significa que o virus € transmitido entre individuos
e dissemina-se célula a célula; a imunidade celular é essencial para a defesa do

hospedeiro contra esses virus.
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1.4.1- Citomegalovirus Humano HCMV

A Figura 2 ilustra o mecanismo de replicagcdo do HCMV, que ocorre em
trés etapas distintas € similar ao dos demais herpes virus. A fase precoce na qual
ocorre adesdao do virus a membrana celular do hospedeiro, com perda do
envelope e penetracdo no interior da célula, na fase intermediaria ha expressao
génica e replicacdo do genoma; e na fase tardia, ocorre a montagem e liberacao
das novas patrticulas virais (Santos e Lazetti, 2000).

Na primeira fase chamada precoce, tem inicio com a entrada do virus
na célula hospedeira e incorporacdo do material genético. As proteinas da
superficie do virion aderem aos receptores protéicos especificos na superficie
celular através de ligacdes fracas, ndo-covalentes. As particulas virais penetram
por um processo de endocitose dentro de vesiculas pinociticas, nas quais o
processo de perda do envelope é iniciado, favorecido por um pH baixo.
A ruptura das vesiculas ou a fusdo da camada externa do virus com a membrana

da vesicula deposita o core do virus no citoplasma da célula (Levinson, 2000).

Na segunda fase, denominada de Intermediaria tem duracdo de
24 horas, caracteriza-se pela transcricao e a replicacdo de grande parte do DNA
viral. O primeiro passo da expressao génica viral é a sintese do RNA mensageiro
(RNAm), que é obtido a partir da RNA polimerase do hospedeiro no interior do
nucleo (Bresnahan & Shenk, 2000). Uma vez sintetizado, € traduzido pelos

ribossomas do hospedeiro em proteinas virais precoces e tardias.

A distincdo entre ambas da-se pela relacao entre o0 seu surgimento e o
processo de replicacdo do genoma viral. As proteinas precoces sdao enzimas

necessarias a replicacdo do genoma viral, enquanto as tardias sdo proteinas

estruturais dos virus recém-formados (Bresnahan & Shenk, 2000)
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Figura 2- Ciclo de Replicacao
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Dentre as proteinas precoces, a mais importante € a polimerase,
denominada replicase, que replica o genoma viral, (Levinson, 2000). O processo
de replicagcdo do genoma viral segue o principio da complementaridade e,
no caso do HCMV, por se tratar de um virus composto por DNA de dupla fita,

esse processo também é semiconservativo.

Na terceira fase, sendo a tardia, particulas virais recém-formadas sao
agrupadas dentro do capsideo e inicia-se o processo de brotamento, durante o
qual o nucleocapsideo adere aos sitios especificos da membrana, interagindo com
a matriz protéica. Nesse ponto, sofre um processo de evaginacado e uma particula
envelopada brota da superficie da membrana (Levinson, 2000).

Durante a infeccao natural, a replicacgdo de HCMV pode ocorrer em
células epiteliais, endoteliais, musculares, mesenquimais, hepatdcitos,

granulécitos e macréfagos, desse modo conclui-se que os fatores celulares que
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determinam as consequéncias causadas por infeccdo de HCMV,
este beta herpes virus compartilha com outros herpes virus a capacidade de
permanecer em estado latente no hospedeiro, disseminar-se célula a célula,
reativando em condicoes especiais e induzindo imunossupressao transitoria ao
receptor (Drago et al., 2000; Miller et al, 2005; Crumpakter et al, 2005).

Estudos in vivo com células de pacientes imunocomprometidos
mostram que os leucécitos polimorfonucleares sdo as células sanguineas mais
frequentemente infectadas pelo HCMV e representam importante sitio de

replicacédo (Drago et al., 2000).

Para iniciar a infeccdo, é necessario que o virus seja adsorvido aos
receptores de superficie celular, resultado de uma cascata de interacées entre
proteinas. Apds esse processo ocorre a fusdo do envelope viral com a lamela
externa da membrana citoplasmatica. A partir disto o capsideo é transportado para
os poros nucleares e 0 DNA sendo liberado ao nucleo da célula, ocorrendo assim
a transcricao, replicacédo viral e a produgcao de novos capsideos (Landolfo et al.,
2003).

1.4.2- Herpes virus humano Tipo 6 (HHV-6)

O HHV-6 apresenta tropismo por células linféides, inducao de receptor
CD4 em algumas células, supressdo da resposta imune, inducao de citocinas,
transativacao de outros virus, capacidade de transformar certas células em cultura
e em alguns casos a capacidade de aumentar a replicacdo do HIV (Viana et al.,
2002; Abdel e Asmar, 2004; Lusso P, 2006).

Os mondcitos, macréfagos e megacariécitos sao suscetiveis a infeccao
por HHV-6, contudo os linfécitos T representam uma populacao de células em que
este virus se replica com maior eficiéncia, mas pode infectar outras linhagens de
células de origem epitelial, fibroblastica e neural (Taniguchi et al., 2000, Lusso P,
2006).
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O HHV-6 estabelece laténcia apds infeccdo primaria em diferentes
células e 6rgaos (Taniguchi et al., 2000; Abdel e Asmar, 2004; Lusso P, 2006).

Na infecgao natural por HHV-6 podem ser identificados trés estagios:
12) primario agudo na infancia;

29) ocorre em criangas e adultos saudaveis, onde o virus replica em glandulas
salivares e é secretado na saliva (variante B), ndo induz patologias evidentes,
permanece latente ao menos em linfocitos e mondcitos, e persiste em varios

tecidos, possibilitando um alto nivel de replicacao;

39) Ocorre com menos frequéncia, tipicamente em  individuos
imunocomprometidos e esta ligado a reativagdo do virus ou a reinfecgéo.
Alguns estudos tém relacionado o HHV-6 a patologias como, esclerose
multipla, tumores, sindrome da fadiga crénica (Santos, 2000).

Em pacientes submetidos ao transplante, € comum o aparecimento da
infecgédo ativa por HHV-6 (Humar et al., 2000) e geralmente ela aparece antes da
infeccdo por HCMV (Lautenschlager et al., 2002; Lautenschlager et al., 2006;
Sampaio et al., 2011). O periodo da detecgéao pelo HHV-6 é em torno de 20 dias
apoés o transplante e para o HCMV de 25 a 35 dias (Abdel e Asmar, 2004)

A co-infecgdo pelo HCMV e HHV-6 esta associada a manifestagcoes
clinicas e a disfuncao do enxerto. Alguns estudos demonstram que a infeccao pelo
HHV-6 altera o sistema imune do hospedeiro podendo favorecer a reativacao do
HCMV (Abdel e Asmar, 2004; Lautenschlager et al., 2006).

1.4.3- Herpes virus humano Tipo 7 (HHV-7)

Como outros beta herpes virus HHV-7 permanece latente em seus
hospedeiros e podem-se reativar durante o estado de imunossupressao apos
transplante de orgéos (lhira et al., 2001). Foi identificado a ativagdo de linfécitos
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T CD4" em individuos saudaveis, nestes as glandulas salivares constituem o local
preferencial e, as secrecées orais, os melhores veiculos de transporte,

para a transmissao do virus.

O HHV-7 assim como o virus HIV ambos tem a molécula CD4* como
um componente essencial para funcionar como receptor (Tomasini et al., 2011).
Deste modo, o HHV-7, ao entrar no sistema imunitdrio de um determinado
individuo, infecta os linfécitos CD4* e CD8" e a linha de linfécitos T imaturos,
com uma eficiéncia variavel, dependendo da imunocompeténcia do individuo
infectado (Secchiero et al., 1998, Dewhurst et al., 1997).

1.5- Transmissao e epidemiologia do HCMV, HHV-6 E HHV-7

Acredita-se que o HCMV infecta somente a populacdo humana e sua
transmissdo ocorre via transmissdo horizontal e vertical, tais como; contato com
secrecgdes orofaringeas, lagrimas e vaginais, liquido seminal, leite materno, urina,
fezes e sanguinea, uma vez infectado o individuo ndo mais elimina o virus e este
permanecendo em estado de laténcia, podendo ser reativado em condicoes
especiais (Bresnahan & Shenk, 2000; Gupteat et al., 2003) assim como acontece

nos pacientes imunossuprimidos.

As pesquisas correlacionando a idade e as prevaléncias da infecgéao
pelo HCMV sugerem dois periodos de maior incidéncia da infeccao; o periodo
perinatal, via canal do parto, leite materno, banco de leite e contato com criancas
contaminadas e o periodo de maturidade sexual, em contatos homossexuais ou
heterossexuais (Drew, 1988).

Um dos mais intrigantes aspectos biol6gicos do HCMV ¢é a distribuicao
altamente eficiente do virus em toda a populagdo. Diversos estudos sobre
soroepidemiologia demonstram que a infecgcdo por HCMV ocorre em muitas
regibes do mundo. Com a idade € comum o aumento da prevaléncia dos

anticorpos e isto ndao depende da area geografica, mas sim do nivel
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sécio-econdmico das comunidades estudadas (Pannuti et al.,1987; Costa 1999;
Aquino e Figueiredo, 2001).

A soroprevaléncia de HCMV em populacbes de alto nivel sécio
econémico varia de 40% a 60%, enquanto que em populagdes de nivel socio
econémico mais baixo a soroprevaléncia € maior, variando de 80% a 100%.
No Brasil a soroprevaléncia é alta, em média 90% em populacbes adultas

(Aquino e Figueiredo, 2001).

Este virus tem sido causa de grande morbidade e mortalidade em
imunocomprometidos (Von Muller et al., 2006) como é o caso daqueles pacientes
com deficiéncia imunolbégica, os transplantados de o6rgaos, portadores da
Imunodeficiéncia Adquirida, criangas desnutridas ou com infecgbes congénitas,
e pacientes com céancer submetidos a quimioterapia, o quadro clinico pode ser
grave e muitas vezes conduzir a morte (Maya e Azulay, 2000; Hoppe et al., 2004;
Hernando et al., 2005; Szczepura et al., 2006; Kochs et al. 2006).

Estudos demonstram que o HCMV acomete com frequéncia os
transplantados de oOrgaos (Razonable et al.,, 2002, Sampaio et al., 2011;
Costa et al., 2011; Milan et al., 2011) afetando dois tercos desses pacientes,
independente do érgao transplantado (Sebekova et al., 2005).

O risco da infeccao pode estar relacionado com o estado soroldgico
tanto do doador quanto ao receptor, certas drogas como a ciclosporina, azitioprina
tém sido implicadas como as facilitadoras de infecgdo causada pelo HCMV,
podendo levar a replicagcao viral descontrolada (Maya e Azulay, 2000).

Em 1998, Falagas et al. constataram num grupo estudado de pacientes
transplantados de figado de que a infeccdo pelo HCMV é um fator preditivo
independente para reduzir a sobrevida. Nessa populacédo, a mortalidade foi maior

nos primeiros seis meses, periodo em que o impacto da infec¢do é mais evidente.

O HHV-6 é também muito comum na populacdo humana a
soroprevaléncia também ¢é alta, em criangcas pode variar de 45% a 63%,

e em adultos de 52% a 97%. No Brasil a soroprevaléncia esta em torno de 78% e

Introdugéo
67



esta taxa tem sido prevalente principalmente no nordeste do Pais (Freitas e
Linhares, 1997).

A infecgao pelo HHV-6 ocorre, quase sempre antes de 2 anos de idade,
seguida por persisténcia viral com eliminagédo através da saliva (Razonable, 2009).
A transmissao da infeccao pelo virus pode ser horizontal ou vertical (Silva, 2000).
A primo-infecgéao provavelmente ocorre através de contato com saliva, transfusdes
sanguineas e através de 6rgaos transplantados, a segunda forma de transmissao
ocorre provavelmente através da placenta (Taya et al. 2004) e leite materno
(Freitas et al., 2004).

A prevaléncia da infec¢ao primaria pelo HHV-7 na populacdo em geral é
alta, cerca de 5 infectados para cada 7 criancas (71%) segundo relatos de Tanaka
et al. 1994. No Brasil (regido norte), 93 % de adultos e criangas maiores que
10 anos de idade apresentam anticorpos de classe IgG contra o HHV-7,
segundo estudos de (Tanaka et al., 1994; Freitas et al., 2004).

A primo-infeccdo pelo HHV-7 incide um pouco mais tarde que para o
HHV-6. (Yoshikawa et al., 1989, Tanaka et al., 1996, Ward et al., 2001). A infeccao
pelo HHV-7 pode ocorrer mais cedo em regides tropicais como o Brasil
(Oliveira et al., 2003). A transmissao horizontal do HHV-7 se da, provavelmente,
através da saliva como foi sugerido por Takahashi et al., 1997. O indice de
isolamento do HHV-7 a partir da saliva é cerca de 75% (Canada Communicable
Disease Report, 2000). A transmissdo apds o parto através do leite materno é
outra possivel transmissdo nosocomial/iatrogénica pode ocorrer através de
transfusdo de sangue, células progenitoras hematopoéicas e 06rgaos

transplantados, causando infec¢ao primaria ou infeccao recorrente (Ward, 2005).

Trabalhos recentes demonstraram que 0,2% em cromossomos de
pacientes japoneses e 1,6% de células de cordao umbilical possuem DNA do
HHV-6 incorporado ao seu genoma (Daibata et al., 1999; Tanaka-Taya et al.,

2004) e isto pode acontecer também com HHV-7.
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O HCMV, HHV-6 e HHV-7 possuem semelhantes vias de transmissao e
por isso, encontram-se em elevada prevaléncia na populacdo em geral e de varios

paises, incluindo o Brasil.

1.6- Manifestacoes clinicas de HCMV, HHV-6 E HHV-7
1.6.1- Manifestacéao clinica de HCMV

Os virus do grupo herpes estabelecem infeccées primarias com ou sem
sintomas,dependendo do momento da vida em que ocorre. A transmissao do
HCMV nos trés primeiros meses da gestacdo pode desencadear no feto o
surgimento de anormalidades congénitas (Ferreira et al., 2002).

No imunocompetente o quadro clinico de HCMV pode transcorrer de
forma assintomatica ou caracterizar-se quando as manifestacbes clinicas se
fazem presentes, o quadro assemelha-se a “Sindrome da Mononucleose”,
apresentada por estado febril persistente, mialgias, faringite, linfadenomegalia,
sudorese e hepatoesplenomegalia (Costa 1999; Panutti et al., 2001).

Apoés a infeccdo priméaria, o HCMV persiste de forma indefinida nos
tecidos do hospedeiro na fase de laténcia. Quando a resposta das células T do
hospedeiro torna-se comprometida por imunodepressao, o virus latente pode ser
reativado e provocar inumeras doencas como é o caso dos imunossuprimidos,
o HCMV pode causar doenca grave. Os grupos de maior risco sao criangcas com
infeccdo congénita, receptores de transplante de érgaos, pacientes com céancer
submetidos a quimioterapia e os portadores da Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (AIDS) (Costa, 1999; Maya e Azulay, 2000; Razonable et al., 2005;
Linhares et al., 2011)

Dentre as complicagdes infecciosas ocasionadas pelo HCMV nos
transplantados é bem comum o aumento da mortalidade a longo-prazo e a piora
da sobrevida do enxerto (Sampathkumar et al., 2000; Angelis et al., 20083,
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Linhares et al., 2011). Clinicamente a doenga causada pelo HCMV se expressa
por febre, mal estar, mialgia, leucopenia (contagem de leucdcitos inferior a
4.0000/mm3), aumento das transaminases (hepatite), comprometimento pulmonar
(pneumonite) e/ou gastrointestinal (colite, gastrite, esofagite) e a febre sendo a
manifestacdo mais frequente, pode ocorrer também alteragdes neurolégicas com
sintomatologias compativel as encefalites sdo mais raras (Ljungman et al., 2002;
Razonable et al., 2005; Humar et al., 2007).

A doenca clinica causada por HCMV ocorre por trés padrdes

epidemiologicos:
1) infecgao primaria, quando ocorre em pacientes previamente soronegativos;

2) infeccdo secundaria, quando ocorre a reativacdo da infecgdo latente ou por

superinfecgao;

3) infeccao terciaria por reinfeccéo por outras linhagens do virus (Maya e Azulay,
2000).

A fonte de infeccdo, tanto para a infecgdo primaria, quanto para a
superinfeccdo, esta relacionada ao enxerto e as transfusbes sanguineas.
Na reativacédo, o uso de medicacdes imunossupressoras para a manutencao do
enxerto € a principal causa de reativacao da infecgdo em pacientes com sorologia
positiva para o HCMV (Van Der Meer et al., 1996).

A sintomatologia é diferente nestas trés formas de apresentacao da
infeccdo, cerca de dois tercos dos pacientes com infeccdo primaria sao
sintomaticos, menos de 20% na reativacao viral tem sintomas e cerca de 40% dos
reinfectados tém sintomatologia atribuivel ao HCMV (Costa, 1999). Quando ocorre
a infecgdo primaria apds o transplante o impacto clinico é bastante relevante,

refletindo uma piora no prognéstico do paciente (Singh, 2004).

Um dos fatores mais importantes € o status sorolégico no periodo
pré-transplante do doador e do receptor, jA que a alocacao de enxerto com
sorologia positiva para receptor negativo pode resultar em infeccdo primaria

pods-transplante (Freeman et al., 2004).
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E fundamental considerar também o papel de imunodepressdo
iatrogénica no desenvolvimento da infecgcdo, drogas como a azatioprina,
ciclosporina, dentre outras, tem sido implicadas como facilitadoras da doenca pelo
HCMV, podendo levar a replicagdo descontrolada de HCMV (Maya et al., 2000).

Para a caracterizacdo de doenca clinica por HCMV, além das
evidéncias laboratoriais, faz-se necessaria a presenca de manifestacées clinicas
compativeis com aquelas sabidamente causadas por esse virus (Mustafa, 1994;
Kotton et al., 2010).

A infeccdo citomegalica constitui a maior causa de morbidade e
mortalidade durante as primeiras 14 semanas pds-transplante, aumentando custos
de permanéncia do paciente no hospital, uma vez que favorece a superinfeccao
por patdégenos oportunistas e aumenta riscos de rejeicao do enxerto (Paya et al.,
2002)

Nos transplantados hepaticos, a infeccdo pelo HCMV constitui a
rejeicdo do implante. Nos pacientes com infeccdo ativa, cerca de 80%
desenvolverao manifestacées clinicas da doenca e essa taxa pode ser maior

quando o receptor € soronegativo e o doador soropositivo (Costa et al., 2000)

Além das manifestacbes proprias da doenca, este virus parece ser um
imunomodulador, e a infeccao por HCMV foi considerada um fator de risco
independente para o0 desenvolvimento de superinfeccées com patégenos
oportunistas, além da incidéncia no processo de rejeicao do enxerto. (Maya et al.,
2000).

As evidéncias de replicacdo viral e sintomas clinicos em transplantados
ocorrem principalmente no decorrer do 1° ao 4° més pos-transplante e sao
manifestacdes clinicas mais comuns a pneumonia intersticial, esofagite, gastrite,
colite, retinite, febre, demora na pega do enxerto nos casos de transplantes de
medula 6ssea, e nos transplantes de 6rgaos sélidos como (rim, figado, e coracao)
pode ocorrer a rejeicao (Razonable et al., 2005; Arthurs et al., 2007).
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A apresentagédo clinica depende do 6rgao transplantado, do tipo e
intensidade da imunossupressao (Rowshani et al., 2005). No transplante de
figado, na infeccdo priméaria tendem a ser mais importantes, pois o HCMV pode
estar limitado a viremia, quando é detectada a replicacdo do virus em sangue
periférico ou o aumento significativo de anticorpos especificos sem sintomas ou
ainda apresentar como sindrome viral com febre maior ou igual a 38°C, mal estar,
leucopenia, linfocitose atipica igual ou superior a 3-5% e plaquetopenia (Seehofer
et al., 2002; Angelis et al., 2003; Freeman et al., 2004; Rowshani et al., 2005).

O tratamento antiviral atualmente disponivel controla a manifestacao
aguda da doenca na maioria dos casos, entretanto ndao erradica o HCMV e,
portanto, a doenca pode recorrer apds o adequado controle da infeccao inicial em
até um terco dos casos, com taxas de recorréncias relatadas em alguns estudos
de 26-31% dos casos (Sampathkumar et al., 2000; Rowshani et al., 2005).

1.6.2- Manifestacdes Clinicas de HHV-6

A infeccdo primaria pelo HHV-6 ocorre principalmente na infancia no
primeiro ano de vida, alguns estudos indicam que, ap6s os 12 meses de vida,
mais de 90% das criangas imunocompetentes ja foram infectadas com o HHV-6.
A maioria das infecgdes nao apresentam sintomas, mas 20% das criancas
apresentam febre, associada a erupgdes cutanea (Roseala infantum ou exantema
subito), abcessos e outras manifestagdes clinicas (Braun et al., 1997; Boutolleau
et al., 2003).

Apols a infecgdo primaria, o virus replica nas glandulas salivares e esta
presente na saliva. Ele permanece latente nos mondcitos/macréfagos do
hospedeiro por toda vida nos, persistindo em uma variedade de tecidos como
pele, pulmao e cérebro. Pode reativar durante imunossupressao, principalmente
3 meses apods transplante de 6rgéo, e esta associado a infec¢gbes oportunistas,
doenca citomegadlica e possiveis episddios de rejeicdo aguda (Deborka et al.,
2003; Jacobs et al. 2003; Ward et al., 2006).
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Varios estudos demonstram que a infecgdo pos-transplante por HHV-6
tem sido implicada como causa de hepatite, pneumonite, encefalite e sindromes

virais febris (Mendez et al., 2001; Razonable e Paya, 2002).

Os pacientes imunossuprimidos manifestam efeitos diretos e indiretos
decorrentes da infecgéo viral, por HHV-6. Sao efeitos diretos, febre com erupcdes
cutdneas, mielossupressdo, pneumonite intersticial e quadros de encefalites.
Os efeitos indiretos resultam em exacerbacéao da infeccdo e doenca causada por
HCMV, com aumento da frequéncia de infeccbes por agentes oportunistas
(Razonable e Paya, 2002).

Foram observadas evidéncias soroldgicas de reativacao simultanea de
HCMV e HHV-6 apo6s o transplante (Rathamohan et al.,, 1998). Em pacientes
transplantados hepaticos com soroconversdo para HHV-6, foi identificado um
significante fator de risco para o desenvolvimento dos sintomas da doenca por
HCMV.

Estudos relatam a associagcdo da infeccado de HHV-6 a febres
inexplicadas com profunda trombocitopenia apds transplante de figado e
leucopenia severa apds transplante de rim, e pneumonites intersticiais nos

receptores de medula 6ssea (Gentile, 2000).

O HHV-6 é uma causa importante para supressao idiopatica da medula
apés transplante, e foi isolado em cultura de sangue de 38% dos receptores
adultos. O HHV-6 também tem sido relacionado a episédios de encefalites
(MCCullers, 1996).

Nos ultimos anos varios estudos tém demonstrado a frequéncia da
infeccdo por HHV-6 em episédios clinicos apés o enxerto (Lee et al., 2011;
Biganzolli et al., 2010; Harma et al., 2006; Lautenschlager et al., 2002;
Lautenschlager et al., 2006; Sampaio, 2011), contudo, ainda ndo séo suficientes
para estabelecer uma causa que liga este virus a doenca. Até o presente
momento é possivel concluir que HHV-6 é um patégeno oportunista e
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possivelmente ser a causa potencial para a doenga em transplantados de érgéos
(Gentile, 2000).

Uma potencial interacdo entre HHV-6 e HCMV tem sido reportada,
e a co-infeccao pode ter severas manifestagdes clinicas. Convulsdes, encefalite e
encefalopatia tém sido associadas a doencas febris causadas pelo HHV-7 e
HHV-6 bem antes do exantema subito ser, clinicamente, caracterizado no
paciente. O HHV-6 também pode predispor o0 receptor de transplante para
infecgdes oportunistas juntamente com o HCMV ou outras infec¢coes similares
(Dockrell t al., 1999).

Existem relatos sugerindo ligagdo do HHV-6 com Esclerose Mdultipla e
Sindrome de Fadiga Crbénica, mas ainda ha muita controversa (Tyler, 2003).
Devido a estreita relacdo entre o HHV-6 e HHV-7, pode se pensar que estas

caracteristicas também se apliquem ao HHV-7.

1.6.3- Manifestacdes clinicas de HHV-7

Como os outros herpes virus, o HHV-7 pode estabelecer uma infecgcao
latente por toda a vida do individuo e se reativar durante um estado de
imunossupressao (Lautenschlager et al., 2002; Sampaio et al., 2011; Thomasini
et al., 2007).

A infecgdo primaria por HHV-7 caracteriza-se por Exantema Subito ou
Roséola, muito comum em criancas (Tong et al., 2000). A doenca se apresenta
com um quadro de febre alta que dura poucos dias, e erupgcdes cutédneas em
média de 24 a 48 horas (Lautenschlager et al., 2002). Os fatores que controlam a
reativacdao do HHV-7 ndo estdo estabelecidos, mas parece estar associados ao

grau de imunossupressao (Razonable e Paya, 2002).

Em individuos imunossuprimidos que receberam transplante de érgaos
a reativacao pode ocorrer em cerca de 14 a 46%, e esta, pode ser similar ao que

ocorre com outros herpes virus (Yoshikawa, 2003).
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Essa variagdo é devido a condicdo clinica do paciente, tipo de
imunossupressao e o método de deteccéao viral utilizado (Yoshikawa et al., 2003;
Razonable et al.,, 2002). Os fatores que controlam a reativacdo de HHV-7,
em pacientes imunossuprimidos, farmacologicamente, ndo sdo ainda muito claros,

mas parece estar associada ao grau de imunossupressao.

Sugere-se que os fatores que controlam a reativagcdo ou aumento da
replicacdo do HHV-7 em individuos imunossuprimidos podem ser similares ao
previamente identificado para o HCMV (Mendez et al., 2000).

A reativagcdo do HHV-7 tem sido também associada com febre e
mielossupressao (Feldstein et al., 2003; Biganzolli et al., 2010, Thomasini et al.,
2007). Doencas neurologicas como a encefalite, encefalopatia tem sido
relacionadas a infeccao por HHV-7, incluindo estado epiléptico (Ward et al., 2005).

Um fator que pode causar confusdao na analise do HHV-7 quando é
realizado através de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) em sangue
periférico, pois pode ser um potencial diagnéstico de infeccdo latente
(Griffiths et al. 2000). Contudo, a deteccao do DNA do HHV-7 em soro ou plasma
esta relacionada a replicacao viral ativa (lhira et al., 2011; Feldstein et al., 20083;
Canada Communocable Disease Report, 2000).

1.7- Diagnéstico laboratorial

O diagnostico de infeccao por HCMV, HHV-6 e HHV-7 pode ser feito
através de sorologia, reagcdo em cadeia da polimerase (PCR), R-Time, cultura viral

e pesquisa de antigenemia.

O diagnéstico precoce da infeccao de HCMV, HHV-6 e HHV-7 é
importante uma vez que varios estudos demonstram que o tratamento precoce da
infeccdo ativa assintomatica reduz efetivamente quadros de morbidade, (Hoppe
et al., 2004; Lautenschlager et al. 2002; Sampaio et al., 2011; Thomasini et al.,
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2007), como também, é possivel diferenciar a infeccdo de outras viroses
oportunistas ou de rejeicdo, auxiliando o monitoramento de drogas antivirais e
fornecendo uma ferramenta para estudo da interacdo entre virus e o sistema
imune (Silva, 2000)

O primeiro método de diagndstico utilizado para identificar o HCMYV foi a
citologia exfoliativa, esta técnica evidenciava a presenca de células grandes as
quais apresentavam inclusées no interior do nucleo, sendo identificadas como
inclusbes citomegalicas. Posteriormente foram surgindo diversos métodos
sensiveis e mais especificos para identificar a infeccao causada por este herpes
virus. Estes métodos foram agrupados em 5 categorias: citol6gicos e histologicos,
isolamento do virus, soroldgicos, identificagdo de antigenos virais e métodos
moleculares. (Chou, 1999; Lautenschlager et al., 2000).

1.7.1- Técnicas citopatoldgicas e histopatologica
1.7.1.1- Técnicas citoldgicas

Estes métodos podem ser realizados em materias aspirados de tecidos
e secrecoes (Drew, 1988; Maya e Azulay, 2000). Baseiam-se na pesquisa de
células com inclusdes citoplasmaticas tipicas; entretanto, por apresentarem baixa
sensibilidade atualmente tem pouquissimo uso na pratica clinica. Foi o primeiro
método utilizado para se detectar a infeccao pelo HCMV em pacientes vivos,
por meio da pesquisa de células esfoliadas no material examinado.

1.7.1.2- Técnicas histolégicas

E um método de deteccdo por visualizagdo das inclusdes tipicas nos
tecidos. O achado de células com inclusdes tipicas permitem muitas vezes
correlacionar o HCMV a disfuncdo ou lesdo do érgado estudado. Porém,

este método apresenta baixa sensibilidade, mas apesar disto ele evidencia doenca
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tecidual invasiva (Maya e Azulay, 2000). As vantagens desta técnica sdo o baixo
custo, simplicidade e disponibilidade da utilizacao do equipamento.

1.7.2- Isolamento viral
1.7.2.1- Isolamento Viral HCMV

O HCMV pode ser isolado de materiais bioldgicos variados,
como os fluidos biolégicos (urina, saliva, sangue, secrecbes cervicais, leite
materno, lagrimas, sémen, fezes e lavados aspirados de érgaos) e tecidos obtidos
de biépsias ou necropsias (Ho, 1991). Os materiais biol6gicos ao serem coletados
devem ser processados imediatamente, por serem termoldbeis, € no caso de
transporte do material este devera ser realizado em condi¢gbes ideais de

temperatura.

O diagnéstico classico utilizado para demonstrar infeccdo ativa por
HCMV é a inoculagcdo do material suspeito em cultura de fibroblastos humanos,
Unica linhagem celular que permite sua replicacao in vitro. (Chou, 1990). O efeito
citopatico é observado apd6s muitos ciclos de replicacdo e dependendo da

concentracao de virus na amostra esta replicacao se torna ainda mais lenta.

1.7.2.2- Isolamento viral HHV-6

Como o HCMV, a cultura celular pode ser usada para isolar e identificar
o HHV-6 com base na aparéncia dos efeitos citopaticos especificos (Singh e
Carrigan, 1996). O HHV-6 pode ser isolado de linfécitos de criangcas durante a
febre e a fase pré-eruptiva do exantema subito (ES) (Braun et al., 1997).

O isolamento do HHV-6 foi a técnica originalmente utilizada para
identificacdo desse novo herpesvirus. O isolamento é realizado cultivando-se,
em conjunto, células mononucleares (CMN) do sangue periférico do paciente com
CMN obtidas do sangue do cordao umbilical de recém-nascidos.
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Um rapido ensaio pode detectar infecgdo ativa do HHV-6 em 72 horas.
Nesse ensaio, células mononucleares de sangue periférico sdo inoculadas em
fibroblastos dipléides humanos por 48 horas, marcados com antissoro especifico

para o principal antigeno do HHV-6 (Singh e Carrigan, 1996).

1.7.2.3- Isolamento viral HHV-7

O isolamento do HHV-7 pode ser feito em células mononucleares de
sangue umbilical ativadas com fitohemaglutinina (agente que induz transformacéao
blastica em células T) e com adicao de interleucina-2 e popibrene, esta Ultima,
uma substancia que facilita a infec¢cado celular pelo HHV-7. A transferéncia das
culturas para linhagem celular T linfoblastoide - Células SupT1 tem sido descrita
(Ablashi et al., 1998).

Para que se possa fazer o isolamento do HHV-7 é necessario dispor de
células mononucleares de cordao umbilical. Estas células precisam ser coletadas
na sala de parto tdo logo quanto possivel. A coleta deve ser feita com seringa
apdés o cordao ter sido cortado e o sangue é introduzido em tubos estéreis
contendo heparina. Posteriormente os tubos devem ser encaminhados para
analises, e o processamento do material realizado de forma rapida para garantir a

viabilidade celular.

As células mononucleares sao isoladas com utilizacdo de gradientes de
densidade (Ficcoll-Hypaque), lavadas em PBS e cultivadas a 37°C em meio de
cultura RPMI-1640 contendo soro fetal bovino. A cultura do material € inoculada e
incubada em estufa de CO? ou sistema fechado.

1.7.3- Métodos Soroldgicos

Os métodos sorolégicos modernos detectam presenca de anticorpos da
classe IgM e IgG (Biganzoli et al., 2010) especificos no sangue ou aumento do

titulo de 1IgG em 4 vezes ou mais ou pela soroconversdo, porém em individuos
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imunocomprometidos este diagndstico tem valor limitado, pois, a resposta IgM
pode estar ausente ou resultar de reacao soroldgica cruzada entre os beta herpes
virus (HCMV,HHV-6 e HHV-7).

A deteccdo dos anticorpos pode ser feita por imunofluorescéncia
indireta (IFI), ensaio de imunofluorescéncia anticomplemento (EIAC) ou ensaio

imunoenzimatico (Elisa), sendo este 0 método mais sensivel.

As principais razées para o uso clinico dos testes soroldgicos para
HCMV sdo a determinacdo da susceptibilidade a infeccdo primaria (infeccao
sintomética no receptor) e a avaliagdo do sangue e do 6rgao do doador quanto a
prévia exposicdo ao HCMV (potencial transmissdo de HCMV). Os métodos
classicos nao discriminam anticorpos IgM e IgG e dentre estes ha a neutralizacao

viral e a fixagdo do complemento.

Quando ocorre infeccao primaria, os anticorpos de classe IgM sao os
primeiros a serem sintetizados, seguidos posteriormente, pelos de classe IgG.
Estes ultimos permanecem pelo resto da vida do individuo (memédria imune).

A deteccgao de anticorpos da classe IgG indica contato prévio ou antigo.

Pesquisa e quantificacdo de anticorpos das classes IgM e IgG
anti-HHV-7 tem sido muito utilizadas por pesquisadores para determinar a
soroprevaléncia desse virus na populagcdo em geral. No entanto, a utilidade da
sorologia para monitorizacdo de pacientes imunossuprimidos ainda nao esta bem
definida. A reacdo cruzada entre HHV-7 e o HHV-6 € um fator preocupante,
porque a maioria dos soros humanos tem anticorpos para os dois virus (Ablashi
et al., 1998).

1.7.3.1- Imunoensaio enzimatico por Elisa

Esta técnica baseia-se na utilizacdo de antigenos ou anticorpos
marcados com enzimas e permitem a deteccao, titulacdo e quantificacdo de
substancias de interesse biologico. O teste detecta quantidades extremamente
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pequenas de antigenos e anticorpos, sendo bastante preciso se os regentes
estiverem bem padronizados (Chantlynne et al., 1999). Esta técnica tem a
desvantagem de nao permitir a deteccao do virus nas fases iniciais da infecgao,

uma vez que os anticorpos s6 sao produzidos pelo hospedeiro apds esta fase.

Neste ensaio a reacado antigeno-anticorpo € monitorada por medida da
atividade enzimatica. Este teste foi desenvolvido como uma alternativa ao
radioimunoensaio, o qual utiliza is6topos radioativos, para a deteccdo de
antigenos e anticorpos.

No teste de Elisa indireto, amplamente empregado para pesquisa de
anticorpos, antigenos purificados sado imobilizados numa placa de plastico,
onde o0 soro a ser testado devera ser adicionado. Se na amostra existirem
anticorpos contra o antigeno imobilizado, ocorrera a ligacdo entre os dois

imunorreagentes.

A seguir, o sistema é lavado, para remocao dos anticorpos nao ligados.
Na etapa seguinte, adiciona-se um conjugado a placa (anti-imunoglobulina
humana, marcada com uma enzima). Finalmente, acrescenta-se um substrato que
sofre a acado da enzima, gerando um produto colorido, detectado visualmente ou
por fotometria. A técnica permite detectar quantitativamente diferentes classes de
imunoglobulinas, possuindo boa sensibilidade e especificidade.

1.7.3.2- Imunofluorescéncia (IF)

Um método que permite uma deteccao precoce da presenca do virus é
a imunofluorescéncia, que € um teste enzimatico de deteccdo dos antigenos
especificos dos virus. Este método baseia na pesquisa de anticorpos espécimes
clinicas, € um processo onde tem a capacidade das moléculas de anticorpos se

ligarem a fluorocromos sem perder sua reatividade especifica com o antigeno.
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Os fluorocromos mais utilizados s&o rodamina B e isotiocianato de
fluoreceina, que absorvem e emitem luz na faixa do visivel. Os testes de
imunofluorescéncia podem ser classificados em diretos ou indiretos. E um teste
que apresenta elevada sensibilidade, além de detectar diferentes classes de
imunoglobulina. Os testes de imunofluorescéncia podem ser classificados em
diretos ou indiretos. O ensaio de imunofluorescéncia direta (IFD) € empregado na
pesquisa e localizagdo do antigeno em células ou tecidos, através de um anticorpo
especifico marcado com fluorocromos (conjugado). Ocorre a fixacao do conjugado
ao antigeno formando um complexo estavel. O anticorpo nao ligado é removido
por processos de lavagens e o preparado € observado em microscépio de

imunofluorescéncia.

Este ensaio requer o preparo de um conjugado especifico para cada
sistema que se queira estudar. O ensaio de imunofluorescéncia indireta (IFI)
apresenta varias vantagens, pois € sensivel, especifico, reprodutivel, de
padronizacdo e execucdo simples. O mesmo conjugado pode ser utilizado em
sistemas diferentes e podem-se determinar as classes e subclasses de anticorpos
utilizando-se conjugados especificos. A necessidade de microscopio de
imunofluorescéncia, a subjetividade na leitura e ndo automagdo representam

limitacdes do teste (Roitt et al., 1999)

A imunofluorescéncia indireta (IFl) tem sido empregada com frequéncia
no diagnéstico sorolégico do HHV-7. Para confeccdo das laminas, células de
sangue do cordao umbilical ou células T1 infectadas com cepas de HHV-7 séao
depositadas no centro da lamina de microscopia, secas e fixadas. As laminas sao
recobertas com diluicbes adequadas da amostra do paciente (soro ou plasma) e
incubadas em camara umida a 37°C por tempo indeterminado. Apés, a incubacao,
elas sdo lavadas com tampao para retirar os anticorpos e outras proteinas que
nao se ligaram aos antigenos virais. Em seguida as laminas devem ser recobertas
com anticorpos anti-lgG ou anti-IgM especifico marcados com fluoresceina,

incubadas e lavadas novamente.
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Na presenca de anticorpos na amostra, eles se ligardo as proteinas
virais presentes na superficie das células fixadas e os anticorpos marcados com
fluoresceina se ligardo aos anticorpos especificos para revelar a reacao.
As laminas sao levadas ao microscopio de fluorescéncia onde se observam

células com coloragéo fluorescente esverdeada quando positiva.

1.7.3.3- Método de avidez para deteccéao de anti HHV-7

No teste de avidez, uma titulacdo de anticorpos IgG € realizada e
repetida na amostra ap6s o tratamento com solucido tampdo contendo uréia.
Os anticorpos de classe IgG quando comegcam a serem sintetizados possuem
baixa avidez pelo antigeno produzindo ligacbes antigeno-anticorpo fracas e
sensiveis a acao da uréia que é capaz de desfazer essas ligacoes. Os anticorpos
que estdo sendo sintetizados por mais tempo produzem ligacées antigeno-

anticorpo mais fortes, pouco ou nada sensiveis a acao da uréia.

1.7.3.4- Método Western Blot para HHV-7

Neste método, proteinas do sobrenadante de cultivo celular do HHV-7
(centrifugado e filtrado) sdo separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida
na presenca de SDS (duodecil-sulfato de sédio) e transferidas para membranas de
nitrocelulose. Este método de eletroforese separa as proteinas de acordo com

seus pesos moleculares.

As fitas de nitrocelulose contendo as proteinas separadas séao
colocadas em contato com uma diluicAo de amostra (soro ou plasma) e,
apoés incubacao a imunoreatividade é revelada em bandas por anticorpos anti-lgG

marcados com fosfatase alcalina.

O teste tem sido considerado imunologicamente especifico para o
HHV-7 (Black et al., 1996), sendo utilizado como util para resolver problemas de
reatividade soroldgica cruzada.
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1.7.4- Deteccao de antigenos virais (Antigenemia)
1.7.4.1- Antigenemia para HCMV

A antigenemia para HCMV j& esta bem estabelecida na literatura, foi

introduzido no Brasil em 1992 e utiliza método descrito por Van Der Bij em 1988.

Os herpes virus quando utilizam as células para se replicarem induzem,
obviamente, a producéo de proteinas virais e estas, podem ser detectadas através
da reacao com anticorpos monoclonais (C10 e C11) que detectam o antigeno viral
pp65, que é uma proteina estrutural expressa em leucdcitos durante da fase
precoce na replicagdo. Sao extremamente especificos, pois ndo sdo detectadas
em reacao cruzada de células infectadas com outros virus pertencentes a familia
Herpes virinae, e também nao reagem com outras células humanas (Boeckh et al.,
1998; Lautenschlager et al., 2000).

Podem-se utilizar anticorpos contra varias proteinas do virus,
mas é essencial que se use anticorpos contra proteinas especificas (anticorpos
monoclonais). A antigenemia € um marcador de viremia, ou replicagdo viral ativa,
e nunca € detectada em casos de infeccao latente, € uma técnica que se baseia
na deteccao de proteinas estruturais encontradas na regiao do tegumento através
da coloracgéao direta de polimorfonucleares (PMN) com anticorpo monoclonal contra
a proteina pp65 expressa desde a fase precoce da replicagcéo viral e detectada em
grandes quantidades apos 48 a 72 horas da replicacdo (The et al., 1992; Amorin
et al., 2001; Schroeder et al., 2003; Bonon et al., 2005).

A antigenemia é um teste que tem alta sensibilidade de 95,2%-100% e
especificidade de 55,3%-63,2%, com VPP de 30%-63,2% e VPN de 73%-100%.
Sua eficacia é boa por ser uma técnica rapida, direta e sensivel,
sendo considerada uma técnica quantitativa para carga viral, com isto,
permite correlacionar viremia com gravidade da doencga clinica (Van Der Berg
et al., 1991; The et al., 1992).
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A antigenemia para HCMV é um dos testes que mais precocemente
tem resultados positivos para detectar a infeccdo ativa (Panutti, 1991; Amorin
et al., 2001; Bordelis et al., 2005; Bonon et al., 2005; Milan et al., 2011),
e se torna positiva em média 9-18 dias antes do estabelecimento da doenca,
tem sido amplamente utilizado para a deteccado precoce da infeccdo ativa em
transplantados de érgaos. (Panutti, 1991, Bonon et al., 2005; Sampaio et al., 2011;
Milan et al.,, 2011). O tempo de processamento € em torno de seis horas,
nao necessitando de equipamentos de alta tecnologia, mas requerendo a
experiéncia do examinador no seu desenvolvimento e leitura das laminas
(Sampathkumar et al., 2000).

A vantagem adicional em relagdo aos demais métodos € o fato de seu
resultado ser expresso de forma quantitativa, permitindo, além do diagnéstico,
a monitorizacado da resposta ao tratamento clinico (Bonon et al., 2005, Linaghui
et al.,, 2004). A desvantagem da referida técnica € por se fazer necessario a
rapidez no processamento do material coletado (Bonon et al., 2005),
sendo recomendavel de 6 a 8 horas, para que ndo ocorra diminuicdo de
sensibilidade; nos pacientes com neutropenia, este exame nao pode ser realizado,
devido a contagem baixa dos granuldcitos, sendo nesta situagdo necessario
recorrer a testes moleculares o0s quais também tem como vantagem a
possibilidade do material a ser investigado poder ser estocado em torno de
72 horas na temperatura ambiente sem ocorrer diminuicao significante dos niveis
de DNA (Boeckh e Boivin 1998; Maya e Azulay, 2000).

1.7.4.2- Antigenemia para HHV-6 e HHV-7

Um método de antigenemia para HHV-6 e HHV-7 foi descrito por
(Launtenschager et al., 2002, Harma et al., 2006). Um método por determinacao
imunocitoquimica e consiste na separacado de células mononucleares de sangue
periférico colhido com anticoagulante EDTA através de gradiente de densidade

(Ficoll-Hypaque) e citocentrifugacdo em laminas de microscopia. As laminas sao
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fixadas e recobertas com anticorpos monoclonais de camundongo contra o0s
antigenos precoces e tardios do HHV-6 ou HHV-7 (Sampaio et al., 2011).

A reacao de imunoperoxidase € realizada usando anticorpos de coelho
contra o0s anticorpos monoclonais de camundongo acima descritos e,
um terceiro anticorpo de cabra contra este ultimo formando um “sandwiche”.
Estes dois ultimos anticorpos estdo conjugados a peroxidase (horseradish).
A reacao é revelada pela adicao de amino-etil-cabazol e peréxido de hidrogénio

usando hematoxilina de Mayer como contra-corante.

As laminas sao observadas em microscépio 6ptico para verificacéo e
contagem das células que exibirem reacdo positiva. As células positivas
apresentam coloragdo amarela escura ou marrom em seu citoplasma. A reagéo
positiva é encontrada, usualmente, em linfécitos (Launtenschager et al., 2002;
Harma et al., 2006; Sampaio et al., 2011).

1.7.5- Métodos moleculares
1.7.5.1- Deteccao de acidos nucléicos

O desenvolvimento de técnicas de DNA recombinante com
consequente clonagem e caracterizacdo do HCMV tornou possivel a deteccao
deste virus em amostras biologicas. Estes métodos apresentam vantagens
significativas sobre as técnicas classicas, entre as quais destacam-se a
precocidade no diagnostico, sensibilidade e especificidade (Chou e Merigan,
1983). A desvantagem é a complexidade de realizacao, utilizacdo de isétopos
radioativos e necessidade de alta carga viral para a deteccdo e uma boa estrutura
laboratorial (Chou e Merigan, 1983; Maya, 2000).
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1.7.5.2- Reagédo em cadeia da polimerase (N-PCR)

Com a introducdo da amplificacdo de DNA por meio da técnica de
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) por Saiki et al., 1985, a deteccao de
agentes infecciosos tornou-se mais facil e rapida, sobretudo, no diagnéstico de
doengas causadas por virus, que antes dependia do isolamento em cultura ou
métodos soroldgicos nem sempre conclusivos (Piiparinen et al., 2003).

O PCR qualitativo é freqliientemente o primeiro teste a detectar a
infeccdo assintomatica subclinica, mas pouco especifico, o valor preditivo é baixo
para a utilizacao de diagnostico de doenca por HCMV, por isto, é excluido como
diagndstico rotineiro de monitoramento para drogas antivirais (Amorin et al., 2001).
E um método rapido (4-6 horas), especifico e extremamente sensivel, porém,
devido a sua alta sensibilidade, os principais problemas sdo os falso-positivos
resultantes da contaminacdo durante a execucdo do teste. Resultados
falso-negativos também podem ocorrer devido a presenca de inibidores na
amostra (The et al., 1992, Piiparinen et al., 2004).

E uma técnica que ocorre variagdo de um laboratério para outro devido
aos diversos componentes sanguineos, “primers” e técnicas de amplificacao
(Rowshani, 2005). Por estes motivos, cuidados especiais devem ser tomados
durante a manipulacao das amostras e da reacao.

O tipo de amostra e o método de extracdo de DNA destas amostras
devem ser cuidadosamente escolhidos, pois extratos de DNA nao bem preparados
podem conter proteinas que inibem a PCR (Tomasini et al., 2007; Peigo et al.,
2009). Os iniciadores escolhidos devem ser analisados quanto a sua
especificidade porque estes devem amplificar somente o fragmento do genoma do
organismo em questao e nada mais. Cuidados também devem ser tomados para
que a regido do genoma que sera pesquisada seja, preferencialmente,
uma regidao altamente conservada, que sofra muito pouca ou nenhuma mutacao

para que nao haja reacoes falso-negativas.
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Quando se trabalha com virus que causam infeccdo latente,
€ preciso escolher muito bem o tipo de amostra para analise de acordo com o
objetivo da analise (Peigo et al., 2009). Se a intencao é analisar o DNA do virus
incorporado ao genoma do hospedeiro, ou seja, determinar se ha infeccao latente,
€ preciso realizar a PCR usando DNA extraido de tipos celulares que séo alvo do

virus.

No caso do HHV-6 e HHV-7, o tipo de célula é preferencialmente,
linfocitica ou proveniente das glandulas salivares (saliva). Mas, se a intencédo é
avaliar infeccdo ativa, estes materiais ndo sao adequados por conterem DNA viral
incorporado ao DNA celular, resultando numa interpretacdo falso positiva
(Griffths et al., 1999).

O ajuste da concentracdo de DNA para 30ng (extraido de leucécitos de
sangue periférico) pode ajudar a contornar o problema da deteccao de infeccao
latente (Griffthset et al., 1999). No caso do HHV-6 e HHV-7, admite-se que DNA
extraido de soro ou plasma como material adequado para deteccado de infeccao
ativa, j& que s6 haveria virus circulantes detectaveis fora da célula nesta condigédo
(Feldstein et al., 2003; Ihira et al., 2001). Contudo, varios autores tém sugerido
que a PCR quantitativa € a mais adequada para determinagédo da infecgdo ativa
(Yoshikawa et al., 2003; Mendez et al., 2001; Ward et al., 2005, Raisa et al.,
2006).

1.7.5.3- Nested PCR (Reagéo Dupla em Cadeia da Polimerase)

Na tentativa de se aumentar a sensibilidade e especificidade da PCR
simples e de se obter resultados mais rapidos, tem sido utilizada a Nested-PCR
(dupla PCR). Esta variacao propiciou aumento da especificidade e sensibilidade
da PCR. Nela o produto da primeira PCR, amplificado com um par de iniciadores,
€ submetido a nova reacao de amplificacao utilizando-se outro par de iniciadores
internos ao primeiro, sendo o produto entdo detectado por eletroforese em gel de
agarose (Abecassis et al., 1997).
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A amplificacao génica € um método de biologia molecular que permite a
producdo de grande quantidade de fragmentos especificos de DNA, a partir de
substratos complexos e em concentracbes diminutas (Olive et al., 1989;
Costa et al., 1992). Este procedimento consiste em repetidos ciclos de sintese de
DNA por meio de dois iniciadores (“primers”), sendo segmentos de
aproximadamente 20 nucleotideos, com sequéncias complementares as duas
extremidades do fragmento alvo, e levados por uma reagdo enzimatica mediada

por polimerase, com atividade em altas temperaturas (“taq DNA polimerase”).

Os “primers” flaqgueiam a regido alvo do DNA a ser duplicada,
este produto € utilizado como um substrato para o outro, resultando em ciclos.
Portanto o numero de cépias do fragmento alvo tem um aumento exponencial,
facultando, no final de 30 ciclos, um acréscimo na ordem de 106 copias,
valendo-se de uma Uunica célula. Cada ciclo da reagdo de amplificacdo é
constituido por trés fases distintas: Desnaturagdo, onde ocorre a separacao das
hélices do DNA a ser amplificado; Anelamento, onde ocorre a ligacao
complementar entre os “primers” e o DNA a ser amplificado e Extensao que faz
sintese do DNA pela Tag DNA polimerase (Saiki et al., 1985; Shibata et al., 1988).

Apés alguns ciclos, as fitas de DNA que correspondem a
sequéncia-alvo estardo presentes em maior quantidade do que as fitas de
comprimento variavel. Os fragmentos com comprimento varidvel correspondem a
uma pequena fracdo de todas as cépias de DNA (Pozo e Tendrio, 1999).
Alguns estudos tém sugerido que a técnica de “Nested” PCR para diagnéstico da
infeccdo pelo HCMV produz resultados compativeis a cultura classica, atingindo
100% de especificidade e 93% de sensibilidade, sendo uma metodologia mais
rapida (Olive et al., 1989; Evans et al., 1997).

Em todos os trabalhos os resultados foram alcancados apos
hibridizacdo do produto da amplificagdo simples, com sondas especificas
marcadas com P3 (Maya e Azulay, 2000). Com base nos trabalhos pioneiros

Shibata et al., 1988 a técnica de PCR foi introduzida na literatura para o
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diagnéstico da infecgdo pelo HHV-5 em varios grupos de risco para esta doencga.
Diversos métodos de PCR séao utilizados atualmente: PCR simples, “Nested” PCR
(dupla PCR), RT-PCR (PCR apds transcri¢ao reversa), a técnica de PCR pode ser
qualitativa ou quantitativa, entretanto sua padronizacdo nao esta bem
estabelecida, diferentes labroratérios amplificam diferentes regides do genoma
utilizando diferentes pares de “primers” (Gerna et al., 1996).

O aumento da especificidade e sensibilidade da PCR foram alcancados
pela “Nested-PCR” (Brytting et al., 1991). Esta variacdo da PCR é uma técnica
que amplifica uma sequéncia alvo em dois passos, na primeira, utiliza-se um par
de “primers” especificos para um fragmento alvo desejado; uma aliquota da

¢ reacao, é submetida a nova reacdo de amplificacdo utilizando um par de

‘primers” internos ao primeiro, por isso ocorre 0 aumento da sensibilidade e
especificidade da reacdo. Este produto final é detectado em gel agarose
(Britting et al., 1991; Ehrntst et al., 1996).

1.7.5.4- PCR em tempo real (REAL-TIME PCR)

A metodologia de PCR em tempo real de amplificacao (Real-Time
PCR), de alta sensibilidade e precisdo, tem sido utilizada para a deteccédo e
monitoramento da carga viral. A sua sensibilidade e especificidade estdo
diretamente relacionadas a escolha dos “primers” e sondas, e a precisdo é
determinada pela Ct (“threshold cycle”), que é calculada durante a fase
exponencial da reacao (Bordils et al., 2005).

O método é baseado na deteccdo de ciclo apo6s ciclo de produto de
PCR acumulado, sendo possivel pelas condicbes de ciclagem,
deteccao fluorescente e aplicacdo de um software especifico em um Unico
instrumento. Os resultados quantitativos sdo obtidos logo apdés o término da
reacao de amplificacao (Bordils et al., 2005).
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Os sistemas de deteccédo da seqiéncia mais usados incluem 2 tipos de
reacoes SYBR® Green - 0 produto da PCR pode ser quantificado em tempo real
pelo uso de um marcador (“dye”) que se liga somente ao DNA dupla fita.
O produto da PCR dupla fita € marcado conforme vai sendo sintetizado e pode ser
quantificado através de um fluorimetro; a vantagem desta metodologia esta na nao
necessidade de uma sonda, e uma desvantagem potencial é a possibilidade de
geracdo de produtos inespecificos que podem gerar sinal fluorescente.
Outro método, o TagMan® - utiliza um método de PCR com atividade nuclease 5’
para gerar o sinal fluorescente durante a PCR. Neste sistema, uma sonda é usada
com um “reporter dye” e um “quencher dye” ligados. Durante a PCR, a sonda é
clivada pela atividade nuclease 5 da Taq DNA polimerase, separando o
“reporter dye” do “quencher dye”, gerando o sinal fluorescente sequéncia
especifica, que é aumentado a cada ciclo. A especificidade deste método é maior,

mas requer o uso de sondas especialmente feitas e caras.

A PCR Real-Time é uma técnica simples e produz resultados rapidos
(ndo requer manuseio pos-PCR), permite a quantificacdo direta e precisa do
produto da PCR (DNA e RNA), pode ser apropriada para aplicacdo em rotina
(Bordils et al., 2005).

As inter-relagbes dos herpes virus HCMV, HHV-6 e HHV-7 e seu
impacto clinico nos pacientes que sdo submetidos a transplantes de érgaos tém
sido pouco estudadas no Brasil. Em virtude da importancia clinica de HCMV no
pés-transplante e as caracteristicas compartilhadas entre os beta herpes virus
HHV-6 e HHV-7 e seus efeitos patogénicos ja demonstrados por alguns autores foi
considerada a relevancia do presente estudo em um grupo de transplantados de

figado no Hospital de Clinicas da Unicamp.
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2.1- Principal

Padronizar, Implantar a antigenemia para HHV-6 e HHV-7 através de
imunoperoxidase e realizar a sorologia para HHV-6 por técnica de Elisa.

2.2- Secundarios

Estudar a frequéncia da infeccdo e co-infeccdo por HCMV, HHV-6 e
HHV-7 em pacientes submetidos a transplante de figado.

Avaliar a concordancia entre os resultados obtidos com as técnicas de

N-PCR e antigenemia para os beta herpes virus estudados.

Correlacionar 0s resultados obtidos com 0s achados

clinico-laboratoriais.
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Trata-se de um estudo observacional, prospectivo, analitico, de coorte,

onde foram analisados pacientes acompanhados entre os anos de 2003 a 2006.

No total foram acompanhados 53 transplantados na Unidade de Transplante de

Figado do Hospital de Clinicas e no Ambulatério do Gastrocentro da Universidade

Estadual de Campinas (UTH - HC - Unicamp). Destes 32 foram selecionados para

fazer parte deste estudo.

3.1- Critérios de inclusao no estudo

Ter mais de 18 anos, independente do sexo;

Aceitar ser submetido a coleta de amostras de sangue para analise
pré-transplante e monitorizacao pds-transplante por um periodo de pelo menos

6 meses;
Comprometer a comparecer a acompanhamento regular;

Foram incluidos aqueles pacientes que ja tinham realizado N-PCR para HCMV,
HHV-6 e HHV-7 e a AGM para HCMV (Sampaio, 2006) cujas laminas
estivessem estocadas a -80°C e com material celular fixado em condi¢des
adequadas para a implantacao, padronizacéao e realizacado da AGM para HHV-6
e HHV-7;

Foram incluidos aqueles pacientes que ja tinham realizado a sorologia para
HCMV e que tivessem soro armazenado a -20° C para realizacao da sorologia
para HHV-6.

3.2- Critérios de exclusao

Foram excluidos os pacientes que evoluiram a ébito no ato cirurgico ou que

nao sobreviveram ao primeiro més pés-transplante;
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= Foram excluidos os pacientes que ndo tiveram um seguimento regular

adequado;

» Foram excluidos os pacientes que nao tinham laminas estocadas com material

celular integro ou soro.

3.3- Populacao de estudo

O protocolo foi seguido de acordo com o0s requerimentos para
pesquisas envolvendo seres humanos do Brasil e, foi aprovado pelo Comité de
Etica Institucional da Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM) da Universidade
Estadual de Campinas (Unicamp) sob o numero 430/2003 (Anexo A) e adendo
concedido em 2008 (Anexo B). Todos os pacientes que participaram deste
trabalho foram informados sobre os procedimentos a serem adotados e
concordaram com a coleta do material necessario para o estudo mediante
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido pelo paciente ou

responsavel apos todas as duvidas terem sido esclarecidas.

A monitorizagdo dos pacientes foi realizada prospectivamente desde o
pré-transplante (imediatamente antes do ato cirurgico - dia 0) e no pés-transplante:
de modo semanal no 1% e 2° més (semana 1 a 8), quinzenal no 3% més
(semana 10 e 12) e mensal do 4° més até o final do 6° més (semana 16, 20 e 24).
O material coletado foi encaminhado ao Laboratério de Hepatologia e
Bacteriologia do Gastrocentro-Unicamp, sendo posteriormente estocadas

adequadamente até serem utilizadas no presente trabalho.

A imunossupressao basica consistiu de: a) inibidores de calcineurina:
ciclosporina (0,4mg/kg/dia com nivel sanguineo variando d 150-250ng/ml) ou
tacrolimus (0,01mg/kg/dia com nivel sanguineo variando de 5-10ng/ml);
b) corticosterdides (metilprednisolna 1,09 no intra-operatério com redugdo no
sétimo dia para 20mg até o final do primeiro més, 15mg no segundo més,

10mg no terceiro més, 5mg no quarto més e retirada se o paciente nao for
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portador de doenga auto-imune); ¢) inibidores de purina (azatioprina na dose de
50mg/dia, ou micofenolato de mofetila na dose de 1000mg/dia ou micofenolato
sodico na dose de 720mg/dia).

A profilaxia anti-viral para o Herpes simplex foi feita com aciclovir
(200mg de 12/12 horas) por dois meses).

Os pacientes nao fizeram profilaxia para o HCMV, a nao ser que o
doador fosse soro-positivo e o receptor soro-negativo. Os pacientes com doenca
por HCMV, com sintomas clinicos, receberam ganciclovir, por via intravenosa,

na dose de 5mg/kg 2 vezes ao dia por 6 semanas.

Conseguiu-se uma populacao de estudo de 32 pacientes. As andlises
dessas amostras para a padronizagdo e implantacdo da AGM para HHV-6 e
HHV-7 e a sorologia para HHV-6 foram realizadas no periodo de 2008 a 2011.

Os achados clinicos dos 32 pacientes foram obtidos das anotagdes de
prontuarios proprios da UTH-HC-Unicamp e os laboratoriais foram obtidos

eletronicamente.

A mediana da idade dos 32 pacientes inclusos foi de 47 (18-66) anos
sendo 20 (62,5%) deles pertencentes ao sexo masculino e 12 (37,5%) ao sexo

feminino.

3.4- Definicao de conceitos
3.4.1- Critérios para diagndéstico de infecgao ativa de HCMV

A infeccdo ativa pelo virus HCMV foi considerada quando se constatou
2 ou mais N-PCR positivos em amostras extraidas de DNA de granulécitos de
sangue periférico consecutivos num intervalo de 30 dias segundo critérios
propostos por (Ljungman et al., 2002; e Einsele et al., 1995) e/ou antigenemia
positiva (1 ou mais células positivas) segundo (Ljungman et al. 2002, Kotton et al.,
2010; Milan et al., 2011).
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3.4.2- Critérios para diagndéstico de infecgéo ativa pelo HHV-6

A definicdo de infecgéo ativa para o HHV-6 foi baseada na positividade
da N-PCR em DNA extraido de leucdcitos totais, e/ou antigenemia positiva
(1 ou mais células positivas) segundo os relatos de literatura (Lautenschlager
et al., 2002; Lautenschlager et al., 2006; Thomasini et al. 2007; Sampaio et al,
2011).

3.4.3- Critérios para diagnéstico de infeccao ativa pelo HHV-7

A infecgcao ativa para o HHV-7 foi definida quando pelo menos uma
amostra de soro resultou positiva pela N-PCR e/ou antigenemia positiva
(1 ou mais células positivas) (lhira et al., 2001; Lautenschlager et al., 2002;
Feldstein et al., 2003; Thomasini et al. 2007)

3.4.4- Critérios para diagnéstico de co-infecgdo por HCMV, HHV-6 e HHV-7

A co-infeccao ativa foi definida quando dois ou mais virus foram
detectados simultaneamente na mesma amostra (Lautenschlager et al., 2002;
Lautenschlager et al., 2006; Sampaio et al., 2011).

3.4.5- Critérios para caracterizar doenga por HCMV

Para caracterizacdo de doenca por HCMV, além das evidéncias
laboratoriais de infeccao ativa citadas anteriormente, fez-se necessario a presenca
de manifestacbes clinicas compativeis com aquelas sabidamente causadas pelo
HCMV de acordo com os critérios de (Ljungman et al., 2002; Paya et al., 2002;
Kotton et al., 2010).

Casuistica
100



Febre: maior ou igual a 38°C, no minimo por 3 dias sem foco detectado,
acompanhada por leucopenia £3.000/mm3) e plaquetopenia (<100.000/mm3)
afastadas outras causas;

Pneumonia intersticial: sintomatologia de pneumonia (achados radiolégicose/ou
hipoxemia);

Doenca gastrintestinal: presenca de esofagite, gastrite e/ou colite;

Hepatite ou colangite: quando houve a detecgdo em tecido hepatico na vigéncia
de alteragGes enzimatica em perfil hepatico.

Doencas neurologicas: presenga de encefalite, meningite e/ou mielite,
associadas com detecgdo de HCMV por PCR em liquido cérebro-espinhal,

Retinite: quando diagnosticada pela oftalmologia do servico por hemorragia

e/ou disfuncgao visual,

Nefrite: definida pela deteccdo da infeccdo pelo HCMV com a identificacao

histoldgica em bidpsia de rim obtida do paciente com disfungéo renal;

Miocardite: sempre com identificacdo histoldégica convencional em bidpsia de
coracgao obtida de pacientes com miocardite.

3.4.6- Critérios para caracterizar provavel doenca por HHV-6

Para caracterizagdo de doenca por HHV-6, além das evidéncias

laboratoriais de infeccao ativa citadas anteriormente, fez-se necessario a presenca

de manifestagdes clinicas compativeis com a de HHV-6.

febre alta (>39°C), erupcbes cutdneas, disfuncdo hepatica (alanina
aminotransferase >1001U/ml), disenteria, pneumonite intersticial,
microangiopatia trombdtica, encefalite e principalmente mielossupressao

(sendo afastadas outras causas virais e bacterianas) de acordo com o descrito
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por (Singh et al.,, 1996; Ljungman et al., 2002; Sashihara et al., 2002;
Boutolleau et al., 2003; Feldstein et al., 2003; Costa et al., 2011).

3.4.7- Critérios para caracterizar provavel doenga por HHV-7

Para o HHV-7 ndo ha ainda consenso em relacdo as manifestacoes
clinicas, mas sintomas como febre, encefalite, pneumonite intersticial, hepatites,
disfuncao e rejeicdo do enxerto e alteracdes laboratoriais como leucopenia
(£3.000/mm?®) e plaquetopenia<{00.000/mm °) e associados & AGM positiva
(pelo menos 1 célula) e/ou 1 N-PCR positivo foram considerados como doenca
(Tomasini et al., 2007)

3.4.8- Critérios para caracterizar a infeccao bacteriana concomitante

Foram também avaliadas as infecgcoes bacterianas concomitantes e,
estas foram definidas como aquelas que ocorreram apds a cirurgia e
diagnosticadas laboratorialmente. Os episddios clinicos relatados foram
comparados e analisados com a presenca de infeccao ativa para cada um dos
virus estudados.

3.4.9- Critérios para caracterizar a primo-infeccao

Foi definido que primo-infeccdo aconteceu quando o receptor tinha
sorologia 1gG negativa e recebeu um 6rgdo de doador com sorologia positiva
(Von Muller et al., 2006).
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3.5- Critérios para definir a disfuncao e a rejeicao do enxerto

A avaliacdo da funcdo hepatica foi baseada na elevacdo sérica da
alanina aminotransferase, fosfatase alcalina, gama-glutamil transpeptidase e das

bilirrubinas usando-se os padrées e protocolo da UTH-HC-Unicamp.

Episddios de rejeicdo do enxerto foram documentados baseados em
analises histopatol6gicas de material obtido por biépsia hepatica. A classificacdo
de Banff (Demetris et al., 1996) foi utilizado para classificacdo e determinacao do

grau e tipo de rejeicao celular.
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As amostras de sangue foram coletadas em 2 tubos contendo EDTA e
1 tubo seco nos dias pré-determinados.

Os linfécitos do sangue periférico foram separados para este estudo de
antigenemia (AGM) de HHV-6 e HHV-7 e apods fixacdo em lamina, estas foram

armazenadas em freezer a -802 C.

Para a sorologia IgM de HHV-6 por método de ELISA, foi separado
100ul do soro dos pacientes para este estudo e armazenados no freezer a -20°C.

O estudo para o HCMV (PCR e AGM), HHV-6 e HHV-7 (N-PCR) foi
realizado anteriormente (Sampaio et al., 2006) e foram utilizadas para analise de
tempo de detecgéo, prevaléncia de co-infeccdo e doenga e sua influéncia sobre as
outras infec¢des virais e bacterianas observadas neste estudo.

4.1- Implantacao da antigenemia para HHV-6 e HHV-7

Inicialmente a técnica foi seguida conforme estudo ja realizado por
(Lautenschlager et al., 2002; Harma et al.,, 2006) e no decorrer das andlises
posteriormente houve necessidade de algumas alteracées que estdo mencionadas

abaixo:

4.1.1- Separacéo celular

Para a realizacdo da separagao celular do sangue periférico para
pesquisa de HHV-6 e HHV-7, adicionou-se 3ml de soro fisiolégico gelado ao invés
do PBS sobre 3ml de sangue total e a mistura foi homogenizada por trés minutos.
Em outro tubo adicionou-se 3ml de Ficcoll-Paque (GE Healthcare, Upsalla,

Suécia) e a mistura do sangue mais soro.
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A seguir o tubo foi levado a centrifugacdo por 45 min a 2000rpm,
e nao mais por 40 minutos, e posteriormente transferiu-se o sangue que foi
misturado juntamente ao soro. O material coletado foi transferido para o terceiro
tubo, completado para 9ml de soro fisiologico gelado e centrifugado por
20 minutos a 1800rpm e ndo mais por 2.000rpm.

Foi retirado a banda de células mononucleares formadas em meio a
solucao e transferida para outro tubo onde foi adicionado 2ml de soro fisioldgico e
levado para centrifugagcdo a 10 minutos por 2.200rpm ao invés de 7 minutos por
2.400rpm. Apés a centrifugacédo foi retirado o sobrenadante e adicionado ao
sedimento celular no fundo do cone 2ml de solucao lise gelada. O tubo foi levado
a centrifugagdo por 7 minutos a 1800rpm e posteriormente armazenada a
refrigeracao -20°C por 20 minutos e ndo mais por 10 minutos.

Ap6s a refrigeragcdo, o tubo com a solucao lise foi levado a
centrifugagdo por 5 minutos a 1500rpm. O sobrenadante foi descartado e
adicionado no tubo 1ml de soro gelado, a mistura foi homogenizada em vortex e
realizado a contagem celular através da camara de Newbawer. Em leitura
N x 21 x 10* = 30 x 21 x 10*- 6,30 x 10 6,30 x 10°

4.1.2- Fixacao celular para HHV-6 e HHV-7

Adicionou-se o material no citofunil conforme o n® de células desejado e
centrifugou-se por 15 minutos a 800rpm e n&o mais por 10 minutos. Retiraram-se
as laminas dos citoclipes e fez-se a fixagdo com imersdo em acetona absoluta

gelada por 7 minutos. E ndo mais por 5 minutos.

As laminas foram embrulhadas em papel manteiga e papel aluminio e
permaneceram armazenadas em freezer a menos 80°C até o momento das

reacdes para este estudo.
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4.1.3- Reagéao monoclonal para HHV-6

Nesta etapa da técnica realizada houve algumas alteracbes em
diluicbes e monoclonais. Ao invés da utilizagdo do monoclonal MAB8533,
este foi substituido nesta técnica pelo monoclonal C65206M (marca Biodesign
International, France). Realizou-se diluicdo de 1:10 de C65206M e MAB8535 em
PBS e acrescentou BSA (soro fetal bovino) e adicionou-se 30ul ao invés de 35ul
destas diluicbes sobre as laminas com o material celular fixado. As laminas foram
incubadas em céamara umida a 37°C (overnight), e posteriormente realizado

processo de lavagem por trés vezes em PBS e imersas por sete minutos.

Apos a retirada das laminas armazenadas em estufa, foi realizado
processo de lavagem com PBS. Realizou-se diluicdo de 1:50 PBS gelado e
BSA (soro fetal bovino) com o conjugado Z0412-1 (soro de coelho anti-lgG de
camundongo da marca DAKO - CA, USA) substituindo o conjugado DAKO Z0456,
CA USA. Trinta e cinco microlitros desta diluicdo e ndo mais 40ul foi adicionada
em cada lamina e estas foram levadas a estufa a 37°C por 50 minutos ao invés de
60 minutos. As laminas foram mergulhadas trés vezes em PBS gelado e ficaram
imersas por sete minutos em substituicdo aos cinco minutos anteriormente

padronizados.

Posteriormente foi realizada a diluicdo de 1:150 com PBS/BSA e o
conjugado soro de cabra anti-lgG de coelho marcado com peroxidase 81-6120
(marca Zymed - CA, USA), foi aplicado 35ul desta diluicado sobre cada lamina e
ndao mais 40ul como anteriormente, que ficaram incubadas por 1 hora a 37°C.
Foi realizada a lavagem com PBS gelado para retirada de excesso de reagente
por 2 vezes.

Foi aplicado solucéao 50ul de solucao AEC/peréxido de hidrogénio sobre
as laminas e esperou-se 15 minutos, ficando em local escuro a temperatura
ambiente. A seguir as laminas ficaram mergulhadas em um cuba contendo

solucédo tampao acetato uma vez por 10 minutos.
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A solugdo tampdo acetato foi desprezada e adicionou-se H20
deionizada por 1, 3, 5 e 7 minutos respectivamente. Apdés se desprezar H20,
incubou-se as laminas em hematoxilina e as mesmas foram deixadas imersas por
um minuto. Posteriormente as laminas foram lavadas delicadamente em agua
corrente e apds a secagem foi adicionado uma gota de glicerina sob a delimitagao
celular para a realizacao da leitura em microscépio optico (40x)

4.1.4- Reacdao monoclonal para HHV-7

O protocolo de reagcéao para HHV-7 seguiu o descrito para a reacao de
antigenemia para HHV-6 com algumas alteracbes dos reagentes utilizados.
Foram utilizados anticorpos monoclonais para detectar antigenos precoces e
tardios do HHV-7 respectivamente e mais dois conjugados marcados com
peroxidase. Foram realizados as diluicoes de 1:20 em PBS/BSA com o anticorpo
monoclonal KR4 (Advanced Biotecnologies, Canada). Esta diluicdo foi adicionada
40ul e ndo mais 35ul sobre a delimitacao celular exposta na lamina e incubada em
camara umida e levada a estufa em temperatura de 37°C por 45 minutos e nao

mais 60 minutos como anteriormente.

Apés este periodo foi realizado o processo de lavagem com PBS por
trés vezes e as laminas foram imersas em PBS gelado por sete minutos ao invés
de 5 minutos. Realizou-se a seguir a diluicao de 1:40 em PBS/BSA com soro de
coelho anti-imunoglobulina de camundongo marcado com peroxidase (P260-Dako
Cytomation, USA), e aplicou-se 40ul ao invés de 35ul.

As laminas foram novamente incubadas a 37° por 45 minutos,
ao invés de 60 minutos, e armazenadas em camara umida. Apds este periodo
realizou-se trés processos de lavagens com PBS e as laminas ficaram imersas em

cuba com PBS gelada por mais sete minutos.

Foi realizada a terceira diluicdo de 1:125 com PBS/BSA e o soro de
cabra anti-Imunoglobulina G de coelho 81-6120 marcada com peroxidase

(marca Zymed, CA, USA), foi aplicado 40ul sobre a delimitacao celular da lamina e
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incubadas a 37°C por 1 hora. A seguir as laminas foram lavadas como

anteriormente por trés vezes e imersas por 7 minutos em PBS gelado.

Apoés a imersao das laminas em PBS, foi feita a contra coloragdao com
Hematoxilina de Mayer, por 1 minuto. As laminas foram enxaguadas em agua
corrente  delicadamente para n&o danificar a integridade celular.
Apo6s este procedimento foi aplicada a glicerina tamponada e em seguida

realizada da leitura e interpretacao em microscépio 6ptico 40 x (vezes).

4.1.5- Interpretacéo da leitura (HHV-6 e HHV-7)

Foi utilizado um microscopio éptico, marca Nikon (Zeiss, Alemanha)

aumento de 40 vezes e foram observadas:

» Células HHV-6/HHV-7 antigeno positivas: citoplasma da célula corado em

marrom;

= Células HHV-6/HHV-7 antigeno negativas: citoplasma da célula corado em

azul.

4.2- Sorologia por técnica da imunoperoxidase IgM Elisa para HHV-6

O teste de Elisa para IgM (imunoglobulina M) contra o herpes virus
humano (HHV-6) destina-se a deteccédo qualitativa de anticorpos. Primeiramente
amostras de soro que permaneciam estocadas a freezer -20°C foi aliquotada
30ul em tubos de eppendorf e centrifugadas a 10.000rpm por 15 minutos,

para que se pudesse garantir uma amostra nao lipémica.
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4.2.1- Pré-diluicdo e absorcéao do soro

A seguir foi realizado em tubo falcon a preparacao da solu¢cdo tampao
de lavagem (Solucdo salina tamponada com fosfato - pH 7,2 a 7,6 - 20x).
A diluicado foi feita em 1 para 20 da solugcao tampéao diluida em agua destilada.
Foi diluido o reagente controle negativo, reativo e o calibrador em triplicatas.

O soro centrifugado foi aliquotado 5ul do sobrenadante para a
realizacado da sorologia IgM. Foi realizado outra diluicdo em 1 para 100ul do soro e

da solucao tampéo.

4.2.2- Aplicacao das amostras na placa de Elisa

Foi adicionado em cada pocinho da placa de Elisa (Kit marca
Panbio/Australia) 100ul dos calibradores e das amostras dos respectivos
pacientes. A seguir a placa foi coberta e armazenada em temperatura ambiente
por 30 minutos.

Apls este periodo foi realizado o processo de lavagem por 6 vezes.
Foi adicionado posteriormente o conjugado (anti-lgM humana Conjugada a HRP)
sobre 0s pocinhos e armazenado em temperatura ambiente por mais 30 minutos,
a seguir realizou-se novamente o processo de lavagem por 6 vezes.
Foi adicionado apds a lavagem um substrato (acido fosférico) que tem como
finalidade a interrupcdo da reacao, esta solucdo depois de adicionada sobre os

pocinhos permanecendo submersa por 10 minutos em local escuro.

4.2.3- Leitura da placa de Elisa

Apés este periodo a placa de Elisa foi levada para a leitura da
absorbancia de cada pocinho em equipamento espectrofotometria Cobas CORE,
que utiliza comprimento de onda de 450nm com um filtro de referéncia de
600 a 650nm.
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4.2.4- Calculos e interpretacao dos resultados

Foi realizado o calculo da absorbancia média das triplicatas do
calibrador e multiplicado pelo fator de calibragao, para que se pudesse ter o valor
de corte. O valor de corte encontrado foi dividido sobre o valor da absorbancia da
amostra (numero de leitura da absorbancia) para obter os valores indexadores
referentes ao resultado que indica o teste. Apds estes calculos os valores
indexadores acima de 1,1 foram considerados positivos, abaixo de 9,9 negativos e
valores de 0,9 a 1,0 considerado duvidosos.

4.3- Analise estatistica

Foram contabilizados para efeito de andlise os episédios de
positividade das reagdes realizadas de acordo com a técnica empregada.

A comparagdo de variaveis categéricas foi feita usando-se o teste
qui-quadrado com uso do teste exato de Fisher quando necessario utilizando-se o
programa Statistica 7.0 (CA, USA).

Usou-se o teste de acuracia através de tabela de contingéncia (2x2)
para verificacdo da sensibilidade, especificidade e valores preditivos negativos e
positivos de cada teste diagndstico realizado.

Houve significancia estatistica quando o p>0,05.

4.4- Apoios recebidos

Ao Programa de Pdés Graduacdo em Ciéncias da Cirurgia pelo
fornecimento do material de consumo obtido com verba PROAP.

4.5- Referéncias bibliograficas

Foram seguidas de acordo com as normas da Faculdade de Ciéncias
Médicas da Universidade Estadual de Campinas.
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Todos os resultados obtidos constam no Anexo 3.

Os dados laboratoriais das amostras e os achados clinicos estao

compiladas no Anexo 4.

Os sintomas que auxiliaram no diagnostico das doencas causadas

pelos beta-herpes virus estdao no Anexo 5.

A presenca de doenca detectada de acordo com os beta-herpes virus
estudados e a semana de coleta se encontra no Anexo 6.

A sorologia IgG (imunoglobulina G) para HCMV foi positiva em
87,5% (28/32) dos pacientes no dia 0 do estudo.

A sorologia IgM para HHV-6 foi positiva em 15,6% (5/32) dos pacientes
no dia 0 do estudo em 25% (8/32) na semana 4, em 40,6% (13/32) na semana
12 e em 46,9% (15/32) na semana 24.

Um total de 92 amostras positivas de N-PCR para HCMV foi detectado
em 26 (26/32=81,2%) casos sendo que 16 (16/32=50%) apresentaram a doenca
por HCMV.

Houve 13 episddios de rejeicdo celular aguda em oito pacientes
(8/32=25%), porém somente dois (2/13=15,4%) foram associados a doenca
HCMV e dois (2/13=15,4%) a doenca HHV-6.

Houve 26 (26/32=81,2%) episddios de infeccdo bacteriana e em
13 (13/26=50%) deles houve associacdo com a doenca HHV-6 e HCMV.

Um total de 32 amostras positivas de antigenemia para HCMV foram
detectada em 15 (46,9%) casos sendo que 16 (16/32=50%) apresentaram a
doenca por HCMV. Sendo que a maioria das manifestacées clinicas foram
disfuncdes gastrintestinais acompanhadas de febre. Dentre o0s pacientes com

doenga por HCMV, somente um deles teve a antigenemia negativa.
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Figura 3- Fotomicrografia ética de linfocitos positivos para antigenos do HHV-6
(A) e HHV-7 (B) (antigenemia) detectados no estudo

Um total de 90 amostras positivas de antigenemia para HHV-6 foi
detectada em 20/32 (62,5%) casos sendo que 15/32 (46,8%) apresentaram a
doenca por HHV-6.

Um total de 28 amostras positivas de N-PCR para HHV-7 foi detectado
em 15 (15/32=46,8%) casos e destes 5 (5/32=15,6%) apresentaram a doenca por
HHV-7.

Um total de 23 amostras positivas de antigenemia para HHV-7 foi
detectada em 7 (7/32=21,8%) casos sendo que destes 5/32 (15,6%) apresentaram
a doenca por HHV-7.

Detectou-se que 50% dos pacientes estudados foram diagnosticados
com a doenga HCMV. A doencga causada pelo HHV-6 foi observada em 46,8% dos
pacientes e em 15,6% houve deteccédo de doenca por HHV-7.

A doenca causada pelo HCMV foi detectada isoladamente em 4
(4/16=25%) pacientes e em somente 1(6,6%) dos pacientes portadores de HHV-6.

A concomitancia de doencas foi observada nos pacientes com HCMV e
HHV-6 em 7 (21,9%) casos e de 5 (15,6%) pacientes com HHV-6 e HHV-7.
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Nao foi observada concomitancia de doenga HCMV e HHV-7 e em

nenhum dos trés virus estudados.

De acordo com a semana de coleta (Tabela 2) pode ser observado que
mesmo que alguns doentes fossem portadores de mais de uma infeccao
considerou-se a concomitancia de doenca quando esta foi detectada na mesma

amostra estudada referente ao mesmo tempo de coleta.

A positividade dos exames realizados de acordo com a semana de

coleta e o tipo de beta-herpes virus encontram-se descritos nas Figuras 4, 5 € 6.

Para os beta-herpes virus estudados houve positividade dos exames e
0 pico se deu entre a quinta e a sétima semana, e apds este periodo ocorreu
declinio conforme pode ser observado nas Figuras 5,6 e 7.

A doenca causada pelo beta-herpes virus estudada foi detectada na
primeira semana até a décima semana, apresentando pico maximo ao redor da

quinta semana.

Observou-se somente 2 (2/16) episddios de re-infeccdo para os
portadores de HCMV.

Foi observado que os episédios de doenca para HHV-6 e HHV-7
apareceram ao redor da primeira semana e antes do aparecimento da doenga por
HCMV (Figura 8).

Observou-se altos indices de sensibilidade, especificidade,
valor preditivo positivo (VPP) e valor preditivo negativo (VPN) para antigenemia do
HCMV em relagdo ao N-PCR assim como observado nos resultados para HHV-6 e
HHV-7. (Tabela 3)

A sensibilidade, especificidade, valores preditivo positivo (VPP) e
negativo (VPN) teste de acuréacia, prevaléncia e razdo de verossimilhanca (RV)
dos testes HCMV, HHV-6 e HHV-7 de acordo com a técnica realizada estao

descritos na Tabela 3.
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A positividade dos exames realizados de acordo com a semana de
coleta e o tipo de beta-herpes virus encontram-se descritos nas Figuras 5,6 e 7.

Para os beta-herpes virus estudados houve positividade dos exames e
0 pico se deu entre a quinta e a sétima semana, e apds este periodo ocorreu
declinio conforme pode ser observado nas Figuras 5,6 e 7.

A doenca causada pelo beta-herpes virus estudados foi detectada da
primeira semana até a décima semana, apresentando pico maximo ao redor da

quinta semana.

Resultados
120



Tabela 2- Casos de doengas diagnosticadas (S) e concomitancia de doenca
(mesma amostra) de acordo com a semana(S1 a S24) de coleta

Paciente = HCMV HHV-6 HHV-7 HCMV/HHV-6 HHV-6/HHV-7

1 S S S

2 S S S5/S6

3 S

4 S S S2/S3

5 S

8 S S

9 S S S5

11 S S S4

12 S S

13 S S St
14 S S S S5/516
15 S

18 S

19 S S S2
20 S S S S4/S5 St
21 S S S St
25 S S S3/S4/S5/S6
27 S
28 S S

Total 16 (50%) 15 (46,8%) 5 (15,6%) 7 (21,9%) 5 (15,6%)

Foi observado que os episédios de doenca para HHV-6 e HHV-7
apareceram ao redor da primeira semana e antes do aparecimento da doenca por
HCMV (Figura 7).

Foi observado somente dois (2/16=33,3%) casos de re-infeccdo por
HCMV e um caso (1/15=6,6%) por HHV-6 e um caso (1/5=20%) por HHV-7.

Ocorreu primo-infeccao para o HCMV em quatro (4/32 = 12,5%) casos.
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Em relacdo aos outros beta-herpes virus esta informacao foi
inviabilizada por nao ter sido realizada sorologia especifica dos respectivos
doadores.

Nao foi detectada nenhuma co-infeccdo para os trés virus
concomitantemente. Observou-se 16 episddios de co-infecgcdo para os virus
HCMV e HHV-6, dois episddios para HCMV e HHV-7 e 13 episédios para HHV-6 e
HHV-7.

A concomitancia da infecgdo para HCMV/HHV-6 foi mais acentuada ao
redor da quinta semana. Neste periodo a co-infeccdo por HHV-7/HCMV e
HHV-7/HHV-6 também ocorreu em menor numero (Figura 8).

Tabela 3- Sensibilidade, especificidade, valores preditivo positivo e negativo teste
de acuracia, prevaléncia e razdao de verossimilhanca (RV) dos testes
HCMV (citomegalovirus), HHV-6 (human herpes virus 6) e HHV-7
(human herpes virus 7) de acordo com a técnica realizada

HCMV HHV-6 HHV-7
N-PCR AGM N-PCR AGM N-PCR AGM
Sensibilidade 100.0% 93.8% 100% 93.3% 100.0% 80.0%
Especificidade 37.5% 100.0% 35% 64.7% 63.0% 88.9%

Valor Preditivo Positivo  61.5% 100.0% 58% 70.0% 33.3% 57.1%
Valor Preditivo Negativo 100.0% 94.1% 100% 91.7% 100.0% 96.0%

Acuracia 0.687 0.968 0.66 0.78  0.687 0.870
Prevaléncia 0.500 0.5 0.47 0.46 0.156 0.156
RV+ 1.600 - 1.55 264 2.700 7.200
RV- 0.000 0.0625 0.00 0.10  0.000 0.225

RV+= razdo de verossimilhanga positiva; RV-= razdo de verossimilhanga negativa;
AGM-= antigenemia; N-PCR= nested protein chain reaction (reagdo da cadeia polimerase)
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Figura 4- Numero de episodios de positividade dos exames de sorologia 1gG
(imunoglobulina  G), N-PCR (nested protein reaction) e AGM
(antigenemia) para HCMV (citomegalovirus) de acordo com a semana
de coleta
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Figura 5- Numero de episédios de positividade dos exames de sorologia IgM
(imunoglobulina M), N-PCR (nested protein reaction) e AGM
(antigenemia) para HHV-6 (human herpes virus 6) de acordo com a

semana de coleta
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Figura 6- Numero de episodios de positividade dos exames N-PCR (nested
protein  reaction) e AGM (antigenemia) para HHV-7

(human herpes virus 7) de acordo com a semana de coleta
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Figura 7- Numero de episddios de doenca viral detectada de acordo com a
semana de coleta (HCMV=citomegalovirus; HHV-6=human herpes
virus 6; HHV-7=human herpes virus 7)
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A infeccdo por HCMV apds o transplante de dérgdos é uma das
complicagdes virais mais importantes que pode acometer o paciente
(Lautenschalager et al., 2002; Lautenschalager et al., 2006; Bonon et al., 2005;
Harma et al., 2006; Thomasini et al., 2007; Sampaio et al., 2011; Costa et al.,
2011; Milan et al., 2011; Scott et al., 201; Gaurdia et al., 2011). E esta importancia
neste contexto, torna-se ainda mais evidente quando se observa que pode estar
relacionada a uma miriade de complicacdes, como doengas oportunistas, rejeicao
celular aguda e cronica, infeccoes bacterianas, dentre outras (Seehofer et al.,
2002; Linghi et al., 2004).

Também tem sido relatado que HHV-6 e HHV-7, as reativagbes séo
frequentemente ocasionadas nestes grupos, e tais estudos tem investigado
co-fatores que podem afetar a gravidade da infeccdo por HCMV em pacientes
submetidos a transplantes de érgaos (Lautenschalager et al., 2002; Harma et al.,
2006; Thomasini et al., 2007; Sampaio et al., 2011) Dentre os principais co-fatores
estda a infeccdo multipla por estes dois outros beta-herpes virus que podem
favorecer o progresso da doenca por HCMV (Lautenschalager et al., 2002;
Pasca et al., 2003; Lautenschalager et al., 2006; Harma et al., 2006).

Entre os aspectos clinicos assim como HCMV, o HHV-6 pode causar
disfuncao do enxerto no transplante de figado (Costa et al., 2011; Guardia et al.,
2011), embora o aspecto clinico de HHV-7 ainda ndo esteja totalmente

esclarecido.

Assim como o citomegalovirus humano (HCMV) o herpes virus humano
6 (HHV-6) e o 7 (HHV-7), sdo virus universais pertencentes a subfamilia dos
beta-herpes virus, e apresentam alta prevaléncia na populagao.
Apo6s primo-infeccdo estes virus permanecerdo por toda vida no organismo
(Lautenschalager et al., 2006) e podendo se reativar em condi¢gdes de
imunossupressao (Harma et al., 2006)

Varios autores demonstraram a importancia da deteccado de HCMV no
poés-transplante em testes baseados em antigenemia isolada ou associada a
testes de N-PCR (Lautenschalager et al.,, 2006; Sampaio et al., 2011).
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Também tem sido relatado utilizacdo destas técnicas para as detec¢des destes
outros dois beta-herpesvirus que HHV-6 e HHV-7, uma vez que, as reativacdes
sdo frequentemente ocasionadas nestes grupos (Lautenschalager et al., 2006;
Harma et al., 2006; Tomasini et al,. 2007; Sampaio et al., 2011).

Nesse estudo, investigou-se a incidéncia das infeccoes pelos
beta-herpes virus HCMV, HHV-6 e HHV-7 através de N-PCR, antigenemia e
sorologia, e procurou-se determinar as correlagdes dos testes aplicados com o0s
possiveis fatores de riscos relacionados ao impacto clinico apds o transplante de
figado. As reativagdes da infecgcdao por HHV-6 sdo frequentemente encontradas
em conjunto com infecgdo por HCMV em receptores de figado (Humar et al., 2002;
Lautenschlager et al., 2002a).

A mediana de idade dos 32 pacientes inclusos no trabalho foi de 47
(18-66) anos, sendo a maioria dos pacientes estudados do género masculino,

representando 62,5 % da populacgéo.

A grande maioria da populagdo mundial é soropositiva para HCMV,
e (Szczepura et al., 2006; Kochs et al., 2006). A apresentacao clinica do HCMV
pode variar conforme seu padrao epidemiologico (infeccdo primaria e secundaria
por reativagao ou reinfeccao).

A doenca pode resultar tanto de uma infecgdo primaria, como de uma
infeccdo secundaria, embora as infeccoes primarias normalmente causem
doengas mais graves. (Veronesi et al, 2002). A infeccdo em individuos
imunocompetentes costuma ser assintomatica ou apresentar quadro clinico
discreto (Costa et al., 1999).

A infeccéo primaria quando ocorre em individuos imunocomprometidos
€ frequentemente sintomatica (cerca de 40%-60% dos casos). A incidéncia de
doencga sintomatica nos casos de reativacao € menor que 20% e na reinfecgéo,
40% dos pacientes apresentam manifestagcdes clinicas (Costa et al., 1999,
Veronesi et al., 2002).
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Contudo a incidéncia e o espectro da doengca em imunocomprometidos
como é o caso de individuos transplantados, quimioterapicos e portadores da
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) conferem a este virus importante
destaque como patégeno humano, podendo ter manifestacdes clinicas graves,
rejeicbes e/ou até mesmo evoluir ao Obito se ndo tratada a tempo
(Lautenschalager et al., 2002; Tomasini et al., 2008; Weigand et al., 2010).

O diagnéstico precoce da infeccao ativa por HCMV é importante,
uma vez que estudos recentes demonstraram que o tratamento precoce reduz

efetivamente a morbi-mortalidade causada pelo HCMV.

O uso da técnica de sorologia, no periodo pré-transplante, é justificado
pela importancia da determinacdo da susceptibilidade a infeccdo primaria
(Chou et al., 1990). Considerando a alta soroprevaléncia do HCMV em populac¢des
de adultos, a realizacdo de sorologia permite a deteccdo de populagdes de risco
para infeccao primaria e para reinfeccao ou reativacao virais (Brugnman et al.,
1993).

Em doadores e receptores de figado estudos realizados indicaram

prevaléncia em 90% a 100% de anticorpos anti HCMV (Costa et al., 1999).

A avaliagdo sorolégica em pacientes imunocomprometidos é muito
importante, na medida em que a detecgdo de anticorpos especificos reflete
infeccdo prévia, com todas as pessoas soropositivas sendo portadoras do HCMV.

No presente estudo observou-se uma prevaléncia de 87,5% de
individuos soropositivos para HCMV (IgG positiva), no pré transplante, sendo este
achado compativel com a da literatura, que apontam a prevaléncia de infeccao por
HCMV em torno de 80%-100% da populacdo brasileira (Costa et al., 1999;
Almeida et al., 2001).

Em estudos europeus de (Rayes et al., 2001; Norris et al., 2002), a
prevaléncia de sorologia nos doadores foi de 68,3% e 56%, enquanto nos
receptores foi de 63,3% e 62,6%, respectivamente. E em achados da prevaléncia
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de HCMV em populacdo norte americana (Singh et al., 2000) demonstrou que os
doadores apresentavam sorologia positiva em 77,2% dos casos e 0s receptores,
59%. Na China, (Lianghui et al., 2004) encontraram sorologia positiva em 67,4%

dos receptores de transplantados de figado.

A re-infeccdo de HCMV neste estudo ocorreu em dois casos e foi

possivel observar casos primo-infeccao para o HCMV em quatro dos pacientes.

O status sorolégico do doador e do receptor, em relacdo ao HCMV,
no periodo pré-transplante, tem sido reconhecido como um fator de risco para a
ocorréncia de infeccao apds o enxerto (Freeman et al., 2004).

Para o HHV-6, estudos soro-epidemiolégicos, realizados por
(Saxinger et al., 1988; Levy et al., 1990), sugerem que mais de 90% dos adultos
sdo soropositivos para a infeccdo pelo HHV-6. A infeccdo ocorre em todo o
mundo, (Okuno et al., 1989; Krueger et al., 1998; Dockrel et al., 2003)

Estudo realizado no Brasil, em Belém do Para, mostrou a
soroprevaléncia do HHV-6 de 90%, com taxa de soropositividade variando entre
75% a 100% nos diferentes grupos estudados entre idade e sexo
(Freitas et al., 1997).

Neste estudo em relagdo ao HHV-6 nao foi possivel a realizagdo da
sorologia dos respectivos doadores para determinacdo de infeccao primaria,
reinfeccdo ou reativacdo. A pesquisa de anticorpos IgM para HHV-6 foi detectada
em cinco pacientes (15,6%) no pré transplante. Consecutivamente,
na quarta semana apds o transplante oito (25%) pacientes apresentaram
IgM positiva, 13 (40%) na décima segunda semana e em 15 (46%) na vigésima

quarta semana apos o enxerto.

Pelos resultados de IgM citados acima sugere infecgdo primaria ou uma
reativacao da doencga apds o enxerto, pois houve consecutivamente um aumento
dos titulos de IgM no decorrer das semanas e em muitos casos correla¢gées com a
antigenemia ou PCRs positivos.
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Para o HHV-7 estudos de soroprevaléncia no Brasil (regido norte)
apontaram em torno de 93 % de positividade em adultos e em criangas maiores
que 10 anos de idade que apresentam anticorpos de classe IgG do HHV-7,
segundo estudos de (Freitas et al., 2004). A sorologia de HHV-7 néao foi possivel
ser realizada no presente estudo.

Estudos anteriores utilizando N-PCR em DNA extraido de leucécitos
totais periféricos propuseram que seja considerada infeccdo ativa por HCMV
apenas quando duas ou mais amostras consecutivas fossem positivas. Este
critério visa desconsiderar infecgdes latentes e viremias transitérias devido a alta
sensibilidade da PCR (Ljungman et al., 2002).

Portanto neste estudo, a infecgdo ativa para HHV-6 e HCMV foi
considerada quando havia a presenca de 2 N-PCR positivos consecutivos em
menos de 30 dias ou a presenca de pelo menos uma célula na AGM destes virus.
Em relagdo ao HHV-7 apenas 1 resultado seja de PCR ou de AGM foi considerado
infecgdo. Isto pode ser justificado porque uma vez que a amostra utilizada foi
obtida do soro detectando a presenca viral em replicacdo segundo (lhira et al.,
2001; Feldstein et al., 2003; Tomasini et al., 2007).

A deteccéo para HCMV pela N-PCR em 26 (81,2%) pacientes e destes
16/32 (50%) apresentaram manifestacdes clinicas caracterizando a doenca
HCMV.

A deteccao de HHV-6 através da N-PCR realizada por sangue periférico
foi observada em 26 (81,2%) pacientes sendo que 15 destes (46,8%) casos

apresentaram a doenca por HHV-6 e dois tiveram rejei¢ao celular.

A N-PCR para o HHV-7, realizada através do soro, nos 32 pacientes
mostrou uma positividade em 15 (46,8%) deles, e destes apenas cinco (15%)

apresentaram manifestagdes clinicas compativeis com doenga por HHV-7.

O HCMV, HHV-6 e HHV-7 foram detectados como infeccao ativa apés
transplante hepatico em 50%, 46,8 % e 15,6% respectivamente. Em pacientes

adultos transplantados hepaticos, (Griffiths et al., 1999) também encontraram DNA
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do HCMV em 47%, DNA do HHV-6 em 32% e DNA do HHV-7 em 48% dos
pacientes (lhira et al., 2001) encontraram DNA do HHV-6 em 38% e DNA do
HHV-7 em 40% dos pacientes nas primeiras 8 semanas apdés transplante hepatico
(Humar et al., 2000) encontraram DNA do HCMV em 63,6% e DNA do HHV-6 em
54,5% dos transplantados hepéaticos.

A diferenca encontrada entre os trabalhos depende da sensibilidade
dos testes, tipo de transplante, protocolo de imunossupressao, tamanho da
amostragem usada e diferencas entre sujeitos. Contudo, o indice encontrado
neste estudo foi relativamente similar a outros ja publicados.

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram correlacdo com
dados da literatura (Harma et al., 2006) e a grande importancia destes agentes
como causadores de morbidade em pacientes transplantados hepaticos, pela sua
alta prevaléncia nesta populacdo, e associacdo tanto com complicacoes
infecciosas quanto a rejeicdo do enxerto.

Na presente casuistica a deteccéo da infecgdo se concentrou nos cinco
primeiros meses de seguimento, periodo importante de adaptacdo pés-operatéria

em gue o uso e controle da imunossupressao podem ser criticos.

A positividade para HHV-7 e HHV-6 foi detectada desde o dia 0 do
estudo. Isto fez com que a ordem de reativacdo ou infeccdo nos transplantados
fosse HHV-7 seguido pelo HHV-6 e, por ultimo o HCMV. Isto sugere que HHV-7
pode ter reativado infeccoes latentes por HCMV e HHV-6.

Um efeito regulatério da expressdao do epitopo CD4 em linfécitos
provocado por HHV-7 foi descrito e um possivel efeito imunomodulatério in vivo
pode existir e ser atribuidos com o HHV-6 (Sechiero et al., 1998).

A associacao com infeccdes oportunistas foram observadas em 50%
dos casos no periodo de aparecimento da positividade destes virus.
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De acordo com estudos recentes ha prevaléncias elevadas de HHV-7
apoés transplante de figado (Lautenschalager et al., 2006; Tomasini et al., 2010)

Através do teste de antigenemia, os antigenos HCMV sao detectados
atualmente em nucleos de neutréfilos, enquanto a detecgdo de HHV-6 e HHV-7
antigenos ocorre principalmente no citoplasma dos linfocitos, devido as
caracteristicas biolégicas de replicacao destes virus (Lautenschalager et al. 2006;
Harma et al., 2006)

A realizagdo de N-PCR e AGM simultaneamente € util para o
diagnéstico de infeccoes por beta-herpes virus, apés o transplante hepatico,
e principalmente a antigenemia tem sido bastante utilizada como uma ferramenta

de diagnéstico no auxilio para a correlagdo com a clinica no pds-operatorio.

A antigenemia pode ser considerada uma técnica que é mais rapida e
mais facil de realizar, exigindo pouco equipamento, e é relativamente facil de
interpretar se for processada por profissional qualificado. No entanto, antigenemia
sempre requer amostras de sangue fresco e células previamente fixadas em
laminas que podem ser congeladas até a segunda fase do teste, onde séo

aplicadas as reagb6es com anticorpos monoclonais para a detecgédo viral.

A deteccao de antigenos virais indica que ha replicacao viral dentro das
células, podendo ser mais eficiente para discriminar entre infeccdes latentes e
ativas (Loginov et al., 2006). Assim, as células positivas podem ser detectadas em
um padrao de nivel de significancia estabelecido.

A outra vantagem da antigenemia é que o uso da coloracao por
imunoperoxidase nao requer um microscépio de fluorescéncia se tornando uma

técnica mais simples e de baixo custo.

Rarissimos trabalhos envolvendo antigenemia para o HHV-6 e HHV-7
sdo encontrados na literatura dificultando uma analise comparativa. Diagnostico
rapido para infec¢des ativas de HCMV tem alta e sensibilidade e especificidade
com alto valor preditivo para doenca (VPP 90 a 100%) (The et al., 1992;
Costa, 1999).
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Neste estudo observou-se altos indices de sensibilidade,
especificidade, VPP e VPN para antigenemia do HCMV em relacao ao N-PCR
assim como observado nos resultados para HHV-6 e também em relacdo ao
HHV-7.

Para o HCMV a sensibilidade da N-PCR foi de 100% e especificidade
de 37,5%, valor preditivo positivo de 61,5% e negativo de 100%. A sensibilidade
de N-PCR para HHV-6 foi de 100 %, e a especificidade de 35%, valor preditivo
positivo de 58% e valor preditivo negativo de 100%, e para o HHV-7 a
sensibilidade de N-PCR foi de 100 %, e a especificidade de 63%, valor preditivo
positivo de 33% e valor preditivo negativo de 100%.

Para os testes de antigenemia realizados neste estudo, a sensibilidade
para o HCMV foi de 93% e especificidade de 100%, valor preditivo positivo de
100% e negativo de 94%. A sensibilidade para HHV-6 foi de 93%,
e a especificidade de 64%, valor preditivo positivo de 70% e valor preditivo
negativo de 91,7%, e para a antigenemia de HHV-7 a sensibilidade foi de 80%,
e a especificidade de 88%, valor preditivo positivo de 57,1% e valor preditivo
negativo de 96%.

O presente estudo mostrou boa correlacédo geral da antigenemia com a
Nested-PCR. Para o HCMV a Nested-PCR ofereceu resultado positivo mais
precocemente que a antigenemia, isto pode ser explicado pela alta sensibilidade
da N-PCR que pode detectar cargas virais baixas e clinicamente nao significativas
(Mendez, 2001).

Contrariamente, para o HHV-6 e HHV-7 a antigenemia ofereceu
resultado positivo mais precoce que a Nested-PCR. Embora o fator responséavel
por isso nao tenha sido claramente identificado, mas a hipotese de que a
expressao protéica do virus nos linfécitos que sao albergue do seu genoma ocorra
antes que cargas virais significativas circulantes possam ser detectadas por PCR
(estagio precoce de replicagao viral).
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Isso indicaria uma cinética diferente da antigenemia e PCR para HCMV,
em que a presenca de particulas virais nos neutrofilos indica uma pré-existente
alta carga viral circulante (detectavel por PCR) proveniente da replicacao viral em

outras células como as endoteliais (Mendez et al., 2001).

De qualquer maneira, reativagées por HCMV, HHV-6 e HHV-7 podem
causar problemas clinicos em pacientes, € importante acompanhar as cargas
virais apés o transplante (Lautenschlager et al., 2000; Lautenschlager et al., 2000;
Savolainen et al., 2005; Volin et al., 2004; Bonon et al., 2005; Harma et al.,
2006;Milan et al., 2011; Sampaio et al., 2011). Portanto assim como a deteccao de
HCMV por antigenemia é usada como um importante diagnéstico de detecgéo
precoce apds o enxerto, assim também a antigenemia para HHV-6 e HHV-7 pode

ser utilizada.

As infecgbes ativas pelos virus HHV-7, HHV-6 ou HCMV podem
desenvolver-se independentemente umas das outras, mas houve correlagao entre

infeccdes ativas por HCMV e HHV-6.

Foi considerado doencas pelos beta herpes virus de acordo com
critérios ja propostos (Ljungmant et al.,, 2002; Kotton et al.,, 2010).
As manifestacgdes clinicas com aquelas ja sabiamente causadas, como a presenca
de febre maior a 38°C persistente por no minimo 3 dias, a presenca de leucopenia,
pneumonia, alteracées no trato gastrintestinal, Hepatite, alteracées neurolégicas,
nefrite, retinite ou miocardite. (Paya et al., 2002, Tomasini et al., 2008; Guardia
et al., 2011).

A doenca causada pelo beta herpes virus estudados foi detectada da
primeira semana até a décima semana, apresentando pico maximo ao redor da
quinta semana. Outra observacao que pode ser realizada é que os episodios de
doenca para HHV- 6 e HHV-7 apareceram ao redor da primeira semana e antes
do aparecimento de HCMV.
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Estudos apontam que em pacientes transplantados, HHV-6 esta
associado a manifestacées febre, erupcdes cutdneas, pneumonite intersticial,
encefalite, associacdo a doenca renal e rejeicao do enxerto (Yoshikawa et al.,
2001; Harma et al., 2006).

Outra observacdo relevante foi que dos quatro pacientes que
apresentaram alteragdes neuroldgicas, todos tiveram deteccbes associadas com
infeccao por HHV-6 ou HHV-7, dentre estes casos, dois pacientes apresentaram
quadros de encefalite, mas nao foi possivel ser confirmados a correlacdo com
HHV-6/HH-7 por nao ter sido disponibilizado o liquido cefalorraquidiano LCR para
que se pudesse confirmar pela N-PCR.

Foi possivel observar também neste estudo as alterac6es laboratoriais,
deve se atentar para as variagdes agudas dos parametros laboratoriais,
pois praticamente todos pacientes apresentam alguma alteracdo laboratorial
durante o seguimento sem, no entanto, significar alguma correlagdo com a
infeccdo por herpes virus. As alteragbes laboratoriais onipresentes nesta
casuistica foram a elevagdo de enzimas hepaticas, e alteragdes de hemograma,

tais como anemia e plaquetopenia.

Dentre as complicacées infecciosas, se destacam as infecgdes
nosocomiais precoces na recuperacao, detectadas pelas culturas positivas na
maioria dos casos, sendo que em cinco dos pacientes houve evolugao para sepse.

Quanto aos quadros de rejeicoes, foram 13 episddios agudos em
oito pacientes, porém somente dois com associacdo de doenca por HCMV e
dois com doenca por HHV-6, e sem concomitancia pelos dois beta herpes virus.

Das complicacbes ocorridas durante o seguimento, as alteracdes
laboratoriais se correlacionaram com a concomitante infeccdo ativa tanto pelo
HCMV quanto pelo HHV-6 e HHV-7.

A concomitancia de doencas foi observada nos pacientes com HCMV e
HHV-6 em 7 (21,9%) casos e de 5 (15,6%) em pacientes com HHV-6 e HHV-7.
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Ndo houve concomitancia de doenca HCMV e HHV-7 nem dos trés virus
estudados.

De acordo com a semana de coleta pode ser observado que mesmo
gue alguns doentes fossem portadores de mais de uma infec¢cao considerou-se a
concomitancia de doencga quando esta foi detectada na mesma amostra estudada

referente ao mesmo tempo de coleta e com sintomas clinicos.

Esta relagdo indica que a acdo imuno-moduladora para estes virus,
descrita em literatura (Secchiero et al., 1998; Tomasini et al., 2007) tem importante
papel no desenvolvimento da infeccdo ativa, mais evidente quando se verifica a

tendéncia da infec¢ao pelo HHV-6 e HHV-7 ser mais precoce que o HCMV.

Este estudo confirma a relevancia da infecgdo pelo HCMV,
HHV-6 e HHV-7 nos transplantados. Os resultados descritos neste trabalho
mostram que poucos pacientes foram infectados ativamente com mais que um
virus de forma concomitante. Contudo os pacientes com AGM positiva para HHV-7
também o apresentassem para HHV-6 e isto pode ser doenga ou reativacao

concomitante ou reacao cruzada.

A reacado cruzada entre o HHV-6 e o HHV-7 é fator preocupante,
pois a maioria dos soros humanos tem anticorpos para os dois virus.
Estudos utilizando soro hiperimune de ratos mostraram reagcao cruzada entre os
dois virus sugerindo compartilhamento de epitopos comuns (Tomasi et al., 1994;
Ablashi et al., 1998). A infec¢do por um dos virus, HHV-6 ou HHV-7, pode induzir
a proliferacao de clones de células B que produzem anticorpos contra o outro
(Ward, 2005).

Estudos relatam que a resposta a terapia antiviral com ganciclovir
contra HCMV pode reduzir a carga viral do HHV-6 (Mendez et al., 2001). Por outro
lado, o efeito poderia ser indireto causado pelo tratamento ganciclovir da infeccéao
por HCMV (Humar et al., 2006, Mendez et al., 2001). O HCMV pode interagir com
outros beta herpes virus estimulando o HHV-6. Assim, a erradicagdo do HCMV

com o tratamento ganciclovir podem também ser eficaz para o HHV-6.
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As frequéncias de infec¢des ativas por HHV-6 e HHV-7 antes e depois
do tratamento com ganciclovir ndo foram significativamente diferentes e,
nao mostraram dados conclusivos para avaliar a eficacia do ganciclovir nestas
infeccdes. O aciclovir pode ter apresentado uma limitada atividade contra o HHV-7
e, isto ja foi sugerido por estudo de (Razonable et al., 2002; Drago et al., 2006).

Ha poucos relatos na literatura descrevendo HHV-7 apés o transplante.
No entanto, alguns estudos indicam que a infec¢cao de HHV-7 geralmente precede
a de citomegalovirus humano (HCMV) e pode, assim, agravar a doenca associada
com HCMV ou servir como um marcador de doenga HCMV eminente
(Yoshikawa et al., 2001).

Varios métodos baseados em PCR quantitativo (R-Time) tém sido
desenvolvidos para detectar o HHV-6 em receptores de transplante, sendo assim
possivel correlacionar a carga viral aos sintomas clinicos (Locatelli et al., 2000;
Gautheret-Dejean et al., 2002).

Novas investigagbes mais aprofundadas sobre o significado clinico de
HHV-6 e HHV-7 por antigenemia, sorologia e, prevencao e o tratamento antiviral
apoés transplante de 6rgaos seriam importantes e muito contribuiriam para o auxilio

clinico.

Este foi um trabalho pioneiro com a realizagdo da técnica de
antigenemia nesta equipe e até onde se sabe no Brasil, e demonstra, no entanto,
que outros estudos sdo necessarios para estabelecer o uso rotineiro de
antigenemia para HHV-6 e HHV-7 apds o transplante de 6rgaos.
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7- CONCLUSAO
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Foi possivel a padronizacdo e implantacao retrospectiva da antigenemia para
HHV-6 e HHV-7 e realizacdo da sorologia por método de Elisa do HHV-6 nos

receptores de figado.

HCMV, HHV-6 e HHV-7 foram freqientemente detectados nos pacientes apds

o transplante hepatico por ambas as técnicas.

A infeccao pelos virus HHV-6 e HHV-7 precederam o HCMV na maioria dos

casos e possivelmente induziram o aparecimento de HCMV.

As alteracbes neuroldgicas (encefalopatia/encefalite) foram associadas ao

HHV-6 isolado e nas co-infeccbes com o HHV-7.

Foi possivel avaliar a concordancia entre os resultados obtidos com as técnicas
de N-PCR e antigenemia para os beta herpes virus estudados, embora a
antigenemia apresentasse menor sensibilidade do que a N-PCR mas foi mais

especifica para ambos os virus.

Os achados clinico-laboratoriais foram corroborados com as infecgbes
detectadas por antigenemia para os beta herpes virus em muitos casos dos

pacientes estudados.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado a colaborar com o projeto de pesquisa
“Herpes virus Humano HCMV, HHV-6, HHV-7 e HHV-8 no Transplante
Hepatico: Deteccao e Monitorizacao pela Antigenemia e Nested-PCR” que
sera realizado na Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de
Campinas. O objetivo desse estudo € avaliar e comparar alguns métodos para
deteccdo da infeccao ativa pelos herpes virus. Serdo utilizadas técnicas diferentes
para a realizacdo destes diagndsticos e que para isso serdo colhidos 12mL de
sangue no pré-transplante e no pos-transplante sendo realizadas coletas
semanais regulares até completarem 6 meses. Nao ha riscos previsiveis para
esse procedimento. O material bioldgico obtido sera processado e devidamente
armazenado no laboratério de Diagnostico de Doencas Infecciosas por Técnicas
de Biologia Molecular até o final do estudo. Caso haja necessidade de atualizacao
do material em pesquisas futuras aprovadas pelo Comité de Etica em Pesquisa,

fica a seu critério escolher uma das opc¢des abaixo:

[ ] sim, concordo que o material bioldgico obtido nesse estudo seja armazenado e

utilizado em pesquisa futuras

[ ] ndo, ndo desejo que o material bioldgico obtido nesse estudo seja utilizado em

pesquisas futuras

Espera-se que, a partir de resultados obtidos, seja possivel o
estabelecimento do método mais eficaz que possa auxiliar no diagndstico precoce
da infeccdo ativa pelos herpes virus HCMV, HHV-6, HHV-7 e HHV-8,
e no tratamento de pacientes transplantados de figado, portanto, esse estudo nao
lhe trara beneficios diretos e imediatos. A sua participacao na pesquisa nao traz
complicagdes legais e a qualquer momento vocé podera desistir de participar e
retirar seu consentimento sem que essa decisdo lhe traga prejuizos.

As informacdes obtidas serdo confidenciais e quaisquer dados serao divulgados
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de forma que ndo possibilite sua identificacdo, assegurando total privacidade.
Nao havera nenhuma forma de reembolso de dinheiro, ja que sua participacdo nao
lhe trara nenhum gasto. O pesquisador responsavel pela pesquisa (identificacao
abaixo) lhe apresentara o termo e, estando de acordo com o presente documento,
vocé assinara duas vias de igual conteudo e forma, ficando uma em sua posse.
Vocé tem a garantia de tomar conhecimento e obter informacbes, a qualquer
tempo, dos procedimentos e métodos utilizados neste estudo, bem como dos
resultados parciais e finais da pesquisa. Para tanto, vocé podera consultar o
pesquisador responsavel. Outras informagdes consultar o Comité de Etica em
Pesquisa da UNICAMP com endereco na Rua Tessalia Vieira de Camargo, 126
Cx Postal 6111, telefone (19) 3751-8936, e e-mail cep@fcm.unicamp.br.

Pesquisadora Responsavel Paciente
Ana Maria Sampaio Nome:
Telefone: (19) 3521-8557 R.G.:

E-mail: dra_ana@fcm.unicamp.br
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DADOS CLINICOS E LABORATORIAIS COMPILADOS DOS PACIENTES

ESTUDADOS DE ACORDO COM A SEMANA DE COLETA
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MANIFESTAGOES CLINICAS E ALTERAGOES LABORATORIAIS OBSERVADAS NOS PACIENTES

ATRAVES DOS PRONTUARIOS

. Manifestacoes Alteracoes R Py
Paciente clinicas laboratoriais Rejeicao/grau Infeccado pos-TXH
1 Assintomatico Nao Nao Staphylococcus aureus
Febre, diarreia e . . . ) .
2 pneumonia TEH e pancitopenia | Sim/moderada Candida albicans
Febre, ITU e ~ ~ .
3 pneumonia Nao Nao Citrobacter sp
Febre, ITU e diarréia i ITU
4 Leucopenia. TEHe | ginyeye
bilirrubina
‘Leucopenia,
5 Febre e nauseas plaquetopenia ) Streptococcus agalactiae
EH e bilirubina Nao
Leucopenia,
6 Assintomatico plaquetopenia N&o N&o
TEH e bilirrubina
Leucopenia ~ ;
T g N3o Streptococcusagalactiae,
7 Insuficiéncia plaquetopenia Enterococcusgalinarum e
respiratoria o Klebsiell
TEH e bilirrubina ebsiella sp
Leucopenia, Sim/moderad
8 Sepse, enterorragia plaquetopenia Im/moaerada Staphylococcus aureus e
e TVP Hepatite B aguda
TEH e bilirrubina
Alteracéo de fala, Leucopenia,
9 sepse, ITU e plaguetopenia Nao ITU
encefalopatia TEH e bilirrubina
. - Leucopenia, ~ Streptococcus agalactiae
10 Assintomatico plaquetopenia e TEH Nao e Klebsiella sp
11 IRA, derrame pleural Leucocitose eTEH Nao Candida albicans
12 ;
Febre TEH, anemia Nao Streptococcus sp
eplagquetopenia
Febre, pneumonia, Leucocitose
13 sintomas meningeos Nao P. aeruginosa e Klebisella sp
e encefalite
14 Febre e pneumonia TEH, anemia Nao P. aeruginosa e Klebisella sp
eplaguetopenia
15 Febre TEH, plaquetopenla Nao Staphylococcus aureus
e leucopenia
Nao
16 Assintomatico Nao Nao
Febre, sepse e . = Staphylococcus aureus,
17 cefaléia TEH e leucopenia Nao P. aeruginosa
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(Cont.)

Manifestacoes

Alteracoes

Paciente clinicas laboratoriais Rejeicao/grau Infeccado pos-TXH
18 Febre e sepse TEH, plaquetopenla Sim/moderada Staphylococcus aureus
e leucopenia
Encefalopatia, .
19 convulsdo, ITU TEZ’ lzlaggeézpi):ma Sim/leve levedura
e sepse ucop
20 Febre, IRA, diarréia, | TEH, plaquetopema Sim/leve Staphylococcus aureus
TAH e leucopenia
21 Assintomatico TEH, EB_V-IGM Nao Staphylococcus aureus
positivo
22 Assintomatica Nao Nao Nao
23 Assintomatico TEH, plaquetopenla Nao Staphylococcus aureus
e leucopenia
24 Assintomatica TEH, plaquetopema Sim/leve Nao
e leucopenia
25 Diarréia efebre TEH, plaquetopema Sim/moderada Staphylococcus aureus
e leucopenia
26 Febre e herpes labial TEH, plaquetopenla Nao Candida albicans
e leucopenia
Febre, encefalite TEH, plaquetopenia = Staphylococcus aureus, P.
27 . " Nao ! ;
€ pneumonia e leucopenia aeruginosa e Klebsiella sp
Diarréia, vomito, TEH, plaquetopenia «
28 cefaléia e tremores e leucopenia Nao Staphylococeus aureus
29 Assintomatico TEH, plaquetopema Nao Streptococcus agalactiae
e leucopenia
Infeccado parede . = Staphylococcus aureus e
30 abdominal ediarréia leucocitose Nao Klebsiella sp
31 Febre TEH, plaquetopenia N30 N0
e leucopenia
32 Assintomatica TEH, plaquetopema Nao Nao
e leucopenia

EH= enzimas hepaticas; ITU= infeccao de trato urinario; TVP= trombose portal; TAH= trombose

de artéria hepatica; IRA= insuficiéncia renal aguda; P= Pseudomonas; total de 8 rejei¢cdes

celulares aguda e 26 episddios de infecgao
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NUMERO DE DOENCAS CAUSADAS PELOS BETA-HERPES ViRUS
ESTUDADOS DE ACORDO COM A SEMANA DE COLETA
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S= SEMANA; T5= HCMV; T6= HHV-6; T7= HHV-7
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7

DADOS CLINICOS E LABORATORIAIS DAS AMOSTRAS DE ACORDO

COM A SEMANA DE COLETA -DIA O

Anexo 6.1
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DADOS CLINICOS E LABORATORIAIS DAS AMOSTRAS DE ACORDO

COM A SEMANA DE COLETA - SEMANA 1

Anexo 6.2
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DADOS CLINICOS E LABORATORIAIS DAS AMOSTRAS DE ACORDO

COM A SEMANA DE COLETA - SEMANA 2

Anexo 6.3
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DADOS CLINICOS E LABORATORIAIS DAS AMOSTRAS DE ACORDO

COM A SEMANA DE COLETA - SEMANA 3

Anexo 6.4
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DADOS CLINICOS E LABORATORIAIS DAS AMOSTRAS DE ACORDO

COM A SEMANA DE COLETA - SEMANA 4

Anexo 6.5
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N|{S|N|N|N|N
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S|S|S|N|IN|N

N|{N|NJ|S|N|N

N|{S|N|N|S|N
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N|{N|NJ|N|N|N
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S|S|S|N|IN|N
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DADOS CLINICOS E LABORATORIAIS DAS AMOSTRAS DE ACORDO

COM A SEMANA DE COLETA - SEMANA 5

Anexo 6.6

CO-INFECCAO

L-AHH
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/NINOH
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S|{N|N|N|N|N

S|{N|N|N|N|N

N|{S|S|N|IN|N
N|{N|N|N|N|N
N|{N|N|N|N|N
S|S|S|N|IN|N
S|{N|N|N|N|N
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N|{N|NJ|N|N|N
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DADOS CLINICOS E LABORATORIAIS DAS AMOSTRAS DE ACORDO

COM A SEMANA DE COLETA - SEMANA 6

Anexo 6.7

CO-INFECCAO

L-AHH
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/NINOH
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N|{S|N|N|N|N

N|N|N|N|N|N
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DADOS CLINICOS E LABORATORIAIS DAS AMOSTRAS DE ACORDO

COM A SEMANA DE COLETA - SEMANA 7

Anexo 6.8

CO-INFECCAO
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N|N|N|N|N|N
N|N|N|N|N|N
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S|{N|N|N|N|N
N|{N|N|N|N|N
N|{N|N|N|N|N
S|{N|N|N|N|N
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N|{N|NJ|S|N|N
S|{S|N|N|NJ|N
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N|{N|NJ|N|N|N
S|{N|NJ|N|NJ|N
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N|{N|S|N|N|N
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S|{N|N|N|N|N
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DADOS CLINICOS E LABORATORIAIS DAS AMOSTRAS DE ACORDO

COM A SEMANA DE COLETA - SEMANA 8

Anexo 6.9

CO-INFECCAO
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N|IN|N|N|N|N
N|IN|N|N|N|N
NIN|N|N|N|N
N|IN|N|N|N|N
N|IN|N|N|N|N
S|S|N|N|N|N

N|{N|N|N|N|N
N|{N|N|N|N|N
S|{N|N|N|N|N
S|S|N|N|IN|N
S|{N|N|N|N|N
N|{N|N|N|N|N
N|{N|NJ|N|N|N
S|{N|NJ|N|NJ|N

S|S|N|N|NJ|N

N|{N|NJ|N|N|N
N|{N|NJ|N|N|N
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DADOS CLINICOS E LABORATORIAIS DAS AMOSTRAS DE ACORDO

COM A SEMANA DE COLETA - SEMANA 10

Anexo 6.10

CO-INFECCAO

L-AHH
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/NINOH
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N|{S|N|N|N|N
N|{N|NJ|N|N|N
N|{N|NJ|N|N|N
S|{S|N|N|NJ|N

N|N|N|N|N|N
N|N|N|N|N|N
S|{N|N|N|N|N

N|N|N|N|N|N
N|N|N|N|N|N
S|S|N|N|N|N

N|IN|N|N|N|N
N|{S|N|N|N|N

NIN|N|N|N|N
N|IN|N|N|N|N
N|IN|N|N|N|N
S|S|N|N|N|N

S|S|N|N|N|N

N|{N|N|N|N|N
N|{N|N|N|N|N
N|{N|N|N|N|N
N|{N|NJ|S|N|N
S|{S|N|N|N|N

N|{N|NJ|N|N|N
N|{N|NJ|N|N|N
N|{N|NJ|N|N|N
N|{N|NJ|N|N|N
N|{N|NJ|N|N|N
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DADOS CLINICOS E LABORATORIAIS DAS AMOSTRAS DE ACORDO

COM A SEMANA DE COLETA - SEMANA 12

Anexo 6.11

CO-INFECCAO

L-AHH
/9-AHH
/NINOH
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L-AHH
/NINOH
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euelsloeg
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S|{N|N|N|N|N

S|S|N|N|N|N
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N|{N|NJ|N|N|N

N|{N|NJ|N|N|N

N|{N|NJ|N|N|N

N|{N|NJ|N|N|N

N|{N|NJ|N|N|N

N|{N|NJ|N|N|N

N|{N|NJ|N|N|N
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DADOS CLINICOS E LABORATORIAIS DAS AMOSTRAS DE ACORDO

COM A SEMANA DE COLETA - SEMANA 16

Anexo 6.12

CO-INFECCAO
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/9-AHH
/NINOH
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N|{N|N|N|N|N
S|{N|N/|N|N|N

N|{N|N|N|N|N
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N|{N|N/|N|N|N
N|{N|NJ|N|N|N
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N|{N|NJ|N|N|N
N|{N|NJ|N|N|N
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DADOS CLINICOS E LABORATORIAIS DAS AMOSTRAS DE ACORDO

COM A SEMANA DE COLETA - SEMANA 20

Anexo 6.13

CO-INFECCAO
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S|{N|N/|N|N|N

N|{N|N|N|N|N
N|{N|NJ|N|N|N
S|{N|N|S|N|N
S|{N|N|S|N|N
S|{N|N/|N|N|N
N|{S|N|N|N|N
N|{N|S|N|S|N
N|{N|N|N|N|N
N|{N|N|N|N|N
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S|{N|N|N|N|N
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DADOS CLINICOS E LABORATORIAIS DAS AMOSTRAS DE ACORDO

COM A SEMANA DE COLETA - SEMANA 24

Anexo 6.14

CO-INFECCAO
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Cytomegalovirus, Human Herpesvirus-6, and Human Herpesvirus-7 in
Adult Liver Transplant Recipients: Diagnosis Based on Antigenemia

A.M. Sampaio, R.L. Thomasini, A.C. Guardia, R.S.B. Stucchi, C.L. Rossi, S.C.B. Costa, and |.F.S.F. Bain

ABSTRACT

Human herpesvirus (HHV)-6, HHV-7, and cytomegalovirus (CMV) that remain latent after
primary infection can be reactivated during immunosuppression following organ transplanta-
tion in liver transplant recipients. The aim of this study was to monitor active infections for
HHV-6, HHV-7, and CMV among adult liver transplantation recipients using antigenemia
detected by an immunoperoxidase staining, Twenty-eight adult liver transplant patients were
monitored using antigenemia in blood samples obtained at the time of transplantation, as well
as weekly in the first month and once a month for 6 months. Of these patients, 28.5% showed
positive CMV antigenemia; 39.2%, HHV-6 antigenemia: and 14.2%, HHV-7 antigenemia.
The detection of the three viruses was considered to be independent of one another (P = .05).
The results described above showed that few patients remain free of beta herpesviruses after
liver transplantation. Most patients were infected sequentially and not concurrently. Antigen-
emia has been considered useful to detect active HHV-6 and HHV-7 infections. Antigenemia
can be more efficiently interpreted when compared with polymerase chain reaction results,
although other studies are necessary to establish the reference of HHV-6 and HHV-7

antigenemia.

YTOMEGALOVIRUS (CMV), Human Herpesvirus
(HHV 6) and HHV-T are DNA viruseal members of the
betaherpesvirinae subfamily of the Betaherpesviridae. Betaher-
pesviruses, that remain latent after primary infection can be
reactivated during immunosuppression following organ trans-
plantation.* Active CMV infection is known as a major infectious
complication after transplantation. HHV-6 has been related to
graft dysfunction, bone marrow suppression, and predisposition
to CMV disease, but specific aspects of HHV-T remain poorly
studied with unknown clinical significance.'-

Only a few studies concerning HHV-6 and HHV-7
antigenemia have been published compared with CMV.
Although the diagnosis of significant HHV-6 and HHV-7
active infections is under investigation, HHV-6 and HHV-7
antigenemia may be more efficient to discriminate between
latent and active infections compared with polymerase
chain reaction (PCR). The aim of this study was to monitor
active CMV, HHV-6, and HHV-7 infections in adult liver
transplant recipients using antigenemia techniques.

MATERIALS AND METHODS

This observational, analytic, cohort and prospective study of 35
potential liver transplant recipients between 2004 to 2006 included
28 (19 men and 9 women) subjects of overall average age of 45
vears who Yill, our inclusion criteria. The patients who died before

@ 2011 by Elsevier Inc. All rights reserved.
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the first month after surgery or had interruption in blood sample
collection were excluded from this study.

All patients received prophylaxis for Herpes simpler infection.
EDTA treated peripheral blood was obtained from patients at the
time of transplantation, as well as weekly for the first month and
once a month for 180 days.

The protocol was designed in accordance with the reguirements
for research involving human subjects in Brazil, and approved by
the Institutional Ethics Committee (No. £30/2003). CMV antigen-
emia was performed according to Van der Ploeg et al (1992) and
HHV-6 and-7 antigenemia according to Lautenschlager (2002)
with some modifications.**

RESULTS

CMV antigens were detected in neutrophil nuclei and
HHV-6 and HHV-7 in lymphocyte cytoplasm (Fig 1). CMV
active infection was observed in 8/28 (28.5%) patients at a
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median time to first detection of 28.5 days (range = (-302).
HHV-6 active infection was detected in 11/28 (39.2%)
patients with a median time to first detection of 9 days
(range = 0-37). HHV-T active infection was noted in 4/28
(14.2%) patients, at a median time to first detection of 16
days (range = 0-33).

Coinfections by CMV/HHV-6, CMV/HHV-7, and
HHVo/HHV-7 occurred in 4 (14.29%), 0 (05%), and 1 (3.6%)
patient, respectively. No patient had coinfection of the
three viruses at the same time.

DISCUSSION

Several data have demonstrated the importance of CMV in
the posttransplant course largerly based upon antigenemia
alone or associated with PCR tests. Among adult transplant
patients, HHV-6 and HHV-7 reactivations are frequently
demonstrated by PCR in kidney and liver transplantation
cases in association with CMV.®

Among other clinical aspects, HHV-6 may cause graft
dysfunction in liver transplant patients.” However, HHV-6
active infections in immunosuppressed patients are not
completely clear and HHV-T has been occasionally studied.
CMV-associated syndromes, such as fever or grafi dysfunc-
tion, may thus be caused by one or another of these
viruses.®

In this study, we demonstrated the appearance of CMV,
HHV-6, and HHV-T antigenemia in the liver transplanta-
tion recipients. CMV, HHV-6, or HHV-T was detected in
28%, 39%, or 14% of the patients, respectively. According
to other studies, CMV, HHV-6 or HHV-7 active infection
can be diagnosed based on antigen detection in peripheral
blood leukocytes from liver transplant patients by antigen-
emia (an immunocytochemical assay). Recent studies, have
shown high prevalences of this virus after liver transplanta-
rion. > CMV antigens are currently detected in neutrophil
nuclei while detection of HHV-6 and HHV-7 antigens

occurs mainly in the cytoplasm of lymphocytes, due to the
biological replication characteristics of these viruses.

The antigenemia test is quite similar to that for CMV
pp6s antigenemia, which is also used to diagnose active
CMV infection in blood samples.” These two tests in
parallel are helpful to diagnoses HHV-6 and CMV infec-
tions after liver transplantation.

Eight of 25 patients (28%) developed high levels of
CMVpp65 antigenemia during the first months after trans-
plantation (median = 28 days). The incidence of HHV-6
antigenemia was detected in 11/28 of subjects initially at 9
days. HHV-7 antigenemia was detected in 14% of patients
at 16 days after transplantation. Our results as well as those
previously reported showed that HHV-6 appears before
CMV in most cases. HHV-6 and HHV-7 antigenemia
usually occurred together with symptomatic CMV infection
after liver transplantation. HHV-6 preceded CMV, but
HHV-7 appeared together with CMV.® Antigenemia may
be considered a technique that is faster and easier to
perform, requiring little equipment; it is relatively easy to
interpret. However, antigenemia always requires fresh
blood samples and cells previously fixed onto slides that can
be frozen until testing. Detection of viral antigens indicates
mat there is viral replication inside the cells. It may be more
efficient to discriminate between latent and active infec-
tions. Thus, positive cells can be counted and a pattern of
significance level established. However, other studies are
necessary to know the real significance of viral replication
detected by antigenemia, whereas clinical aspects of HHV-6
and HHV-7 are not completely clear. Another advantage of
antigenemia is that the use of immunoperoxidase staining
does not require a fluorescence microscope. However,
other studies are necessary to establish the use of HHV-6
and HHV-7 antigenemia routinely after liver transplanta-
rion.

In conclusion, CMV, HHV-6, and HHV-7 were fre-
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Fig 1. {A) Muclei of the neutrophyles exhibiting positive cytomegalovirus antigenemia (@rrow) stained in brown. Mononuclsar cell
cytoplasm exhibiting positive human herpesvirus-6 (B) and human herpesvirus-7 (C) antigenemia stained in brown (magnification
4003). All preparations were counterstained with Harris's hematoxylin.
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CMV, HHV-6, AND HHV-T IN LIVER RECIPIENTS

quently detected in among adult liver transplant patients by
antigenemia; coinfection was generally not found. This
study suppored the view that antigenemia may be useful to
detect and monitor HHV-6 and HHV-7 active infections in
liver transplant recipients.
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