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RESUMO




O membro protétipo da subfamilia dos betaherpesvirus, o citomegalovirus humano
(HCMV), € o patdégeno mais importante em pacientes transplantados, incluindo aqueles que
receberam células de medula dssea ou enxerto de células tronco. Testes diagndsticos para
identificar precocemente a infeccdo ativa pelo HCMV e uma terapia antiviral pré-clinica
sao medidas significantes para o controle desse virus. Dois betaherpesvirus descobertos
recentemente, o herpesvirus humano 6 (HHV-6) e o herpesvirus humano 7 (HHV-7) sao
geneticamente mais proximos um ao outro do que ao HCMV. Ambos tém alta prevaléncia
na populacdo em geral. Esses virus ndo sdo tdo patogénicos quanto o HCMV, porém o
HHV-6 pode causar doencas como encefalite, hepatite e supressdo da medula 6ssea. O
objetivo do presente estudo foi avaliar o impacto clinico desses trés virus em transplantados
de medula Ossea. A monitorizacdo pela N-PCR € importante método precoce para o
controle da infeccdo ativa ou da doenca pelo HCMV. A reacdo em cadeia da polimerase
tipo nested (N-PCR) foi utilizada prospectivamente na monitoriza¢do de 43 pacientes para
identificar as infec¢des ativas e a doenca causada pelo HCMV, HHV-6 e HHV-7 por um
periodo superior a 150 dias pds-transplante. Quarenta e um pacientes receptores adultos de
células de medula 6ssea ou células tronco, com doenga maligna e dois pacientes com
doenca ndo-maligna foram incluidos nesse estudo. Aciclovir foi administrado em baixas
doses, como terapia profildtica para infecc@o por herpesvirus tipo 1. Pacientes com infecgao
ativa por HCMV receberam terapia pré-clinica com ganciclovir. As incidéncias de
positividade para infeccao ativa por HCMV no sangue periférico, HHV-6 e HHV-7 no soro
detectadas por N-PCR foram de 72%, 4,6% e 13,9%, respectivamente. A doenca por
HCMV ocorreu em 8 dos 43 pacientes (18,9%), no trato gastrintestinal e todos
apresentaram N-PCR positiva para infec¢cdo por HCMV e um apresentou N-PCR positiva
para HHV-6 no soro. Nenhum dos pacientes com doenca por HCMV apresentou infec¢do
ativa por HHV-7. A infeccao ativa foi por HHV-6 e HHV-7 foi baixa em nossa casuistica.
A doenga por HCMV permanece a mais a causa mais importante de impacto clinico apds o
transplante de medula dssea. Estudos adicionais necessitam serem feitos para uma melhor
compreensdo da relacdo entre os herpesvirus HCMV, HHV-6 e HHV-7 nos pacientes

transplantados de medula dssea e células tronco periféricas.

Palavras-chave: HHV-7, HHV-6, HCMV, transplante de medula dssea, infec¢ao ativa.
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ABSTRACT




The prototype member of the Betaherpesvirus subfamily, human cytomegalovirus
(HCMV), is the most important infectious pathogen in transplant recipients, including those
receiving bone marrow (BM) or stem cell (SC) grafts. Rapid diagnostic tests to identify
active CMV infection, and pre-emptive therapy are significant improvements in the
management of CMV. Two newly identified betaherpesviruses, human herpesvirus-6
(HHV-6) and human betaherpesvirus-7 (HHV-7), are genetically more closely related to
each other than to CMV. Both are highly prevalent in the general population. These viruses
are not as pathogenic as CMV but HHV-6 can cause disease such as encephalitis, hepatitis
and bone marrow suppression. The aim of this study was to evaluate the clinical impact of
these three viruses in bone marrow and stem cell transplantation patients. Monitorization
with Nested-PCR is important in the control of active CMV infection or disease. Nested
polymerase chain reaction (N-PCR) was used prospectively to monitor 43 patients for
evidence of active infections and diseases caused by HCMV, HHV-6 and HHV-7 for up to
150 days after transplant. Forty-one adult recipients of BM or SC graft with malignant
diseases and two patients with non-malignant diseases, and with a risk for CMV disease
(D+/R+; D+/R-) were enrolled in this study. Aciclovir was used before the transplant at low
doses, as prophylactic therapy for HHV-1. Patients with active CMV infections received
pre-emptive therapy with ganciclovir. The incidence of positive active HCMV in blood,
HHV-6 and HHV-7 in serum detected by Nested-PCR was 72%, 4.6% and 13.9%,
respectively. HCMV disease occurred in 8/43 patients (18.6%), in the gastrointestinal tract
and all presented positive N-PCR for active HCMV infection and one presented active
infection by HHV-6 detected in serum. None of the patients presented active HHV-7
infection. Co-infection by HHV-6 and HHV-7 was low. CMV disease remains the most
important disease after BMT. Future studies can be made to a better understanding in

relationship between HCMV, HHV-6 and HHV-7 in BM or SC transplantation recipients.

Key-words: HHV-7, HHV-6, HCMV, bone marrow transplantation, active infection.
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1.1- Historico

O citomegalovirus humano (HCMYV) foi inicialmente identificado por Ribbert
(1904), que observou a presenca de grandes inclusdes celulares no rim de um natimorto
com sifilis em 1881. Sua observagdo nao foi registrada até 23 anos mais tarde, quando as
primeiras ilustracdoes dessas células, semelhantes a protozoarios, observadas nos rins,

pulmdes e figado de outro natimorto com sifilis, foram publicadas (Ribbert, 1904).

Em 1921, Goodpasture e Talbot (1921) foram os primeiros a sugerir que as
alteracdes celulares observadas eram similares as lesdes de pele causadas pela varicela e
que a citomegalia poderia ser provocada pelo efeito indireto de um agente similar. Esses
pesquisadores também observaram que as inclusdes nucleares estavam algumas vezes

associadas com inclusdes no citoplasma.

Lipschutz (1921) também descreveu, em 1921, inclusdes similares, que foram
associadas com lesdes em humanos e coelhos infectados com herpes simples. Ele afirmou
que as estruturas constituiam uma reagdo especifica da célula contra algum tipo de virus.
Farber e Wolbach (1932) foram os primeiros a usar o termo doeng¢a do virus das glandulas
salivares, devido a propensdo do virus em induzir inclusdes nucleares caracteristicas em

linhagens celulares de epitélio do ducto de glandulas salivares (Hanshaw, 1985).

Evidéncias experimentais confirmando a etiologia viral da doenca foram feitas
por Cole e Kuttner (1926) em cobaias, levando a hipdtese de que essa infeccdo seria

espécie-especifica.

Farber e Wolbach (1932) em estudo retrospectivo, revisaram 183 necropsias de
criangas, sendo que 22 (12%) apresentaram inclusdes nas gldndulas submaxilares, 2
criangas mais velhas com inclusdes na parotida e glandula submandibular e duas outras
com inclusdes no pulmao, figado, rins e pancreas. Em 13 de 22 casos, sintomas de
pneumonia foram observados. Os dois casos com inclusdes viscerais apresentaram

sintomas de doenga hemorragica e eritroblastose, respectivamente.
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Smith e Vellios (1950) analisaram 89 casos de doenga de inclusao citomegalica
e constataram que a maioria dos casos de infeccdo generalizada ocorreu durante os
primeiros 2 anos de idade, concluindo que a infeccdo poderia ocorrer no utero ou no

periodo neonatal.

O isolamento do citomegalovirus humano (HCMV), ocorreu nos anos de 1956
e 1957, de maneira quase simultdnea, a partir dos experimentos de trés pesquisadores.
Smith (1956) isolou o agente a partir de material precedente de duas criangas, tendo uma
delas falecido com a Doenca de Inclusdao Citomegalica generalizada. Rowe e colaboradores
(1956) isolaram o virus de tecidos de adenoides, apds adenoidectomia; Weller (1957)
recuperou o virus de figado e urina de criangas com doenca de inclusdo citomegalica

generalizada.

Em 1960, com o progresso nos transplantes, a infeccdo pelo HCMV passou a
ser considerada uma entidade de grande importancia clinica (Rubbin, 1990). Nesta mesma
época, a denominacgdo citomegalovirus foi proposta por Weller e colaboradores (1960),
substituindo as denominagdes anteriores de “virus das glandulas salivares” ou “virus da
doenga de inclusdo citomegélica”, entre outras, utilizadas. A partir desta fase, o HCMV foi
pela primeira vez reconhecido como principal patégeno em hospedeiros imunossuprimidos.

(Costa, 1999; Riley, 1997).

O herpesvirus humano tipo 6 (HHV-6) foi primeiramente isolado em 1986,
por Salahuddin e col. (1986) de células mononucleares de sangue periférico de pacientes
com desordens linfoproliferativas (Leach et al., 2002, Sashihara et al., 2002,
Taniguchi et al., 2000) e de pessoas com Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS)
(Braun et al., 1997). Foi subseqiientemente, nomeado de virus linfotropico humano tipo B
(HBLV), pois parecia apresentar um tropismo pelo linfécito B (Santos, 2000). A
microscopia eletronica do HBLV revelou caracteristicas morfolégicas consistentes com a
classificagao dos herpesvirus. Analises do genoma deste virus também levaram a conclusao
de que este herpesvirus se destinguia de outros herpesvirus humanos, tendo sido, portanto,
classificado como herpesvirus humano tipo 6 (HHV-6). O nome do virus foi trocado para
HHV-6, um nome independente do seu tropismo celular, ficando de acordo com as normas

estabelecidas pelo Comité Internacional de Taxonomia dos Virus (Braun et al., 1997). A
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primeira publicacdo que correlacionou uma doenga clinica com o HHV-6 surgiu no Japao
(Yamanishi et al., 1988). Foi demonstrada a soroconversdo para este virus em criangas com

diagnéstico clinico de exantema stbito (Asano et al., 1994; Santos, 2000).

O herpesvirus Humano tipo 7 (HHV-7) foi isolado em 1990
(Konemam et al., 2002) a partir de linfoécitos T purificados de células mononucleares do
sangue periférico de um doador sadio apds ativacdo destas células, tendo esta cepa sido
denominada RK (Frenkel et al., 1990). Outra cepa denominada JI, obtida de um isolamento
independente a partir de células mononucleares de sangue periférico de um paciente
portador de Sindrome de Fadiga Cronica, foi relatada mais tarde (Berneman et al., 1992).
Posteriormente, foi descrito como causador de processos exantematicos em criangas
(Exantema subito ou Roseola infantum). Essa ¢ considerada uma afec¢do benigna, mas o
virus integra seu material genético (DNA) as células linfoéides 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
associacdo com outros herpesvirus causar danos tanto ao 6rgdo transplantado, como ao

estado geral do paciente (Konemam et al; 2002).

1.2- Classificacao

O HCMV foi originalmente classificado como um betaherpesvirus, com base
em critérios morfoldgicos e bioquimicos. A morfologia dos virus do grupo herpes era
desconhecida até 1960, quando foi observado o formato icosaédrico através de microscopia
eletronica. Devido a semelhanca morfoldgica e a presenca do DNA de fita dupla, o
citomegalovirus foi considerado um membro do grupo herpes. Em 1973, o Grupo de
Estudos dos Herpesvirus do Comité Internacional para Nomenclatura dos Virus decidiu ndo
utilizar o termo “citomegalovirus” e recomendou que fosse dado um nimero arabico a
todos os herpesvirus: o citomegalovirus humano ficou classificado como Herpesvirus
Humano 5 (HHV-5). Em 1979 este mesmo Comité reabilitou o nome citomegalovirus e
dividiu a familia Herpesviridae em 3 subfamilias, representando os virus herpes simples

(Alphaherpesvirinae), citomegalovirus, herpesvirus humano tipo 6 e tipo 7
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(Bethaherpesvirinae) ¢ o grupo dos virus linfoproliferativos (Gammaherpesvirinae)

(Ho, 1991; Brown & Abernathy, 1998).

O HHV-6 ¢ um novo membro da familia Herpesviridae, subfamilia
Betaherpesvirus, relacionando-se com o citomegalovirus (HCMV),sendo muito similar a

este em suas bases bioldgicas e nas analises moleculares.

O HHV-6 foi relacionado etiologicamente a doenga humana em 1988, quando
Yamanishi e col. (1988) descobriram a associa¢do desse virus com o exantema subito
(roseola infantum). Exantema Subito ou Roseola Infantum ¢ uma sindrome exantematica
caracterizada classicamente por febre e erupcdo cutinea, principalmente em criangas
menores € ¢ tipicamente acompanhada de leucopenia (neutrofilos e linfocitos,

concomitantemente) e por vezes de plaquetopenia e hepatite (Ward, 2005).

O HHV-7 ¢ muito semelhante ao Herpervirus Humano Tipo 6 (HHV-6) no
nivel genético. O HHV-7 nao foi classificado até agora, embora sua genética e propriedades
biologicas parecam ser similares a classificacdo do HHV-6, que ¢ do género Roseolovirus,

da subfamilia Betaherpesvirus (Dewhurst et al, 1997).

1.3- Estrutura Viral

Todos os Herpesvirus, apresentam 4 elementos estruturais principais

(Brennan, 2001):
(1) Um nucleocapsideo icosaédrico com capsomeros protéicos;
(2) Uma estrutura protéica eletrodensa contendo o DNA viral;

(3) Um envelope derivado da membrana celular e contendo glicoproteinas

virais e proteina integral, e

(4) Um tegumento, localizado entre o nucleocapsideo e o envelope (Figura 1)
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Figura 1- Estrutura dos Herpesvirus Humanos.

O genoma do HCMYV ¢ de aproximadamente 230 Kilobases (229.354 pares de
bases — GeneBank NC001347) com massa molecular relativa de 150-155 x 10° ¢ densidade

de 1,716-1,717 g/em’, correspondente a 58% de guanosina e citosina.

Este grande genoma codifica mais de 200 proteinas e ¢ composto de duas
regides unicas definidas como longa (UL) e curta (US), flanqueadas por seqiiéncias
repetidas invertidas localizadas internamente (IRL e IRS) e nas extremidades (TRL e TRS)
(Chee et al, 1990; Stinski, 1990) (Figura 2).
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Figura 2- Organizacdo do genoma do Citomegalovirus Humano.

(http://www.science.mcmaster.ca/Biology/Virology)

O genoma do HHV-6 contém 160-162 kb, com uma regido central tnica (U) de
143-144 kb, contendo estruturas de leitura aberta (ORFs) Ul-100. O genoma contém 7
regides de genes conservados em todos os herpesvirus, um grupo de genes descobertos
somente nos P-herpesvirus e genes especificos para o género Roseolavirus (Clark, 2000).
Estima-se que o HHV-6 possua mais de 100 genes que codificam proteinas
(Yamanishi, 2000). A transcri¢do de genes ¢ semelhante ao padrdo das herpesviroses, com
proteinas expressas imediatamente precoces (IE), precoces (E) e tardias (L)

(Mirandola et al, 1998; Dockrell, 2003).

O HHV-6 pertence ao Roseolovirus género e possui 0 genoma colinear ao
Herpesvirus Humano Tipo 7. A homologia ¢ de 46,6 a 84,9%. Os blocos vermelhos
representam o gene core do herpesvirus, numerado de I a VII. Os blocos amarelos
representam genes especificos da subfamilia Betaherpesvirus (de U2 a U14). Blocos verdes
indicam genes presentes somente no Roseolovirus género; i.e..em HHV-6 e HHV-7.
Somente 3 ORFs (U22, U83 e U94) estao presentes no HHV-6 e ausentes no HHV-7
(Campadelli-Fiume et al., 1999) (Figura 3).
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Figura 3- Genoma do HHV-6 e HHV-7 (Campadelli-Fiume et al., 1999).

O HHV-7 foi completamente seqiienciado e apresenta 145 kilobases (Kb) de
extensdo. O genoma viral ¢ colinear com o genoma do Herpesvirus Humano Tipo 6
(HHV-6), compartilhando caracteristicas genéticas importantes com a familia

Betaherpesvirus (Nicholas, 1996).

O genoma do HHV-7 ¢ aproximadamente 10% menor do que o genoma do
HHV-6, e consiste de uma unica regido longa (aproximadamente 133 Kb), em ambos os
lados (elementos repetitivos diretos). A organizacao em toda parte do genoma do HHV-7

¢, conseqiientemente, idéntica a do HHV-6 (Secchiero et al, 1995).

1.4- Fisiopatologia e Patogénese

O HCMVYV ¢ um virus litico que causa um efeito citopatico in vitro € in vivo.
Quando o hospedeiro ¢ infectado, 0 DNA do HCMV pode ser encontrado em todas as
diferentes linhagens celulares e 6rgdos do corpo. Na infec¢do inicial, o HCMV infecta as
células epiteliais das glandulas salivares, resultando em uma infecgao persistente ¢ um local
de laténcia viral. O HCMV também infecta o sistema geniturinario, especificamente os
tubulos proximais do rim das 4reas corticais. A viriria ¢ muito comum e tem pouca
conseqiiéncia clinica. Apesar da replicagdo viral no rim, ¢ raro ocorrer disfungdo renal.

Uma excegdo pode acontecer em individuos que receberam transplante de rim, no qual o
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HCMYV ¢ associado com glomerulopatia, sendo uma possivel causa de rejeicao do enxerto

(Goodrich, 2001).

O HCMV pode penetrar em uma variedade de células sem que ocorra a
replicagdo (Stinsk, 1990; Plachter et al., 1996) e compartilha com outros herpesvirus a
capacidade de permanecer latente no hospedeiro, disseminar-se célula a célula em presenca
de anticorpos circulantes, reativar-se em condi¢cdes de imunossupressio e induzir

imunossupressao transitdria ao receptor (Drago et al., 2000).

Para iniciar a infeccdo, ¢ necessario que o HCMV seja absorvido pelos
receptores de superficie da célula hospedeira e que haja fusdo do envelope viral com a
lamela externa da membrana citoplasmatica, ou via fagocito. Particulas infecciosas sao
detectaveis por microscopio eletronico no intervalo de um a varios dias apds a inoculagao.
Além disto, tanto o DNA viral como proteinas podem ser detectados na célula infectada
antes da replicagdo viral estar completa. As particulas virais sdo produzidas e reunidas no
nucleo e atingem o envelope através da membrana nuclear interna para serem transportadas
através da rede do complexo de Golgi. A gB ¢ o produto do gene ULS55 e ¢ a glicoproteina
predominante no envelope do HCMV. No processo de formagdo do envelope, ocorre a
projecdo de glicoproteinas virais que constituirdo sitios antigénicos para anticorpos
neutralizantes e serdo responsaveis pelo estimulo da imunidade humoral e celular do

hospedeiro (Ho, 1991).

O HHV-6 ¢ um virus linfotrépico, usa o receptor celular CD46 e pode também
infectar outras células, como os monocitos, células endoteliais, epiteliais

(Harma et al., 2003), células da glia e fibroblastos (Desachy et al., 2001).

O mecanismo patogénico do HHV6 ¢ pouco explorado (Gentile, 2000). Sabe-se
que esse virus infecta células mononucleares sendo que o aumento de sua replicagdo induz
ao aumento da producdo de interferon alfa (INF-a) (Kikuta er al, 1990), de
interleucina-1B (IL-1B) e de TNF-a (Flamand et al, 1991). Em adigdo, a infec¢do por
HHV6 em células mononucleares de sangue periférico resulta em supressdao da fungao dos
linfocitos T, o que ¢ demonstrado pela redug¢do da sintese de Interleucina 2 (IL-2) e de

proliferacdo celular (Flamand et al., 1995).
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O HHV6 induz a um sinal de efeito citopatico em células T (CD4 e CD8, ¢
células T gama e delta) e células NK (Lusso & Gallo. 1995) sugerindo que isto possa
causar imunossupressdo pela infectividade, destruindo células T ou seus precursores.
Recentemente, o HHV6 foi associado a imunodeficiéncia grave e progressiva em pacientes
portadores de HIV (Knox et al, 1995), além de ser um potencial co-fator na progressao da

AIDS (Lusso & Gallo, 1995).

O HHV-7 ¢ um virus linfotropico com tropismo especifico para células
T-CD4+ e linhagem celular SupT1 (célula T linfloblastéide de linhagem continua). Até o
ano de 1997, segundo Dewhurst e col. (1997), o HHV-7 nao infectava mondcitos, sendo o
receptor CD4 necessario, mas ndo suficiente para a entrada do virus na célula

(Dewhurst et al., 1997).

O epitopo CD4 esta presente em células das glandulas salivares, o que explica a
alta freqiiéncia de isolamento desse virus na saliva de seres humanos adultos sadios

(Koneman et al., 2001).

A patogénese e a associacdo do HHV-7 com doengas sdo derivadas de alguns
poucos casos relatados que podem (ou ndo) ser representativos da variedade da resposta do

hospedeiro a infec¢do pelo virus (Dewhurst ez al., 1997).

1.5- Replicacao

O ciclo de replicagio do HCMV ¢ lento em cultura celular e radpido no
hospedeiro (Emery et al, 1999), no qual persiste latente por muitos anos, sendo um agente
oportunista quando diminuem as defesas do organismo infectado. O HCMV ¢ citopatico,
podendo produzir destruicdo tecidual em vérios tecidos, como, por exemplo,do trato

gastrointestinal, pulmdes, cérebro, etc (Alford & Britt, 1990).

O ciclo replicativo do HCMV apresenta padrdo similar ao dos demais
herpesvirus, no qual, apds infeccdo e incorporacdo do material genético, um pequeno

nimero de genes ¢ transcrito, codificando proteinas que regulam sua expressdo; estas
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proteinas sdo denominadas antigenos imediatamente precoces (IEA) e estimulam a
producdo de proteinas denominadas de antigenos precoces (EA). Os antigenos sdo
expressos nas membranas celulares e, em seguida, nas nucleares. Antigenos tardios (LA)
téem funcdo constitucional e sdo expressos apds replicagdo do DNA (Straus, 1990;

Colimon & Michelson, 1990).

O Citomegalovirus Humano e outros tipos de CMV que infectam outras
espécies de animais sdo espécies altamente especificas, mas suas caracteristicas de
replica¢do e sindromes da doenga que acarretam sdo similares (Alford & Britt, 1990; HO,
1991; Panutti, 1984.) Muitas cepas de HCMV circulam continuamente na populacdo em

geral (Van Der Metr et al, 1996).

Bresnahan e Shenk (2000), relataram que as particulas de HCMV nao contém
s6 DNA, mas também quatro tipos de RNA mensageiro (RNAm), os quais sdo transcritos
de um gene imediatamente precoce (immediately-early), dois genes precoces (early) e um
gene tardio (late). Ao penetrar na célula do hospedeiro, o capsideo viral ¢ transportado ao
poro nuclear, onde sua carga de DNA ¢ lancada ao nucleo (Figura 4). Os quatro RNAm
estdo provavelmente localizados no tegumento viral, que ¢ uma capa de proteina localizada

entre o capsideo e o envelope (Roizman, 2000; Bresnahan & Shenk, 2000).
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Figura 4- Mecanismo de infec¢do do HCMV nas células do hospedeiro (Bresnahan &

Shenk, 2000) .

Ap6s fusdo do envelope viral com a membrana plasmatica, o capsideo
(com algumas proteinas associadas ao tegumento) ¢ transportado para o poro nuclear onde
o DNA viral ¢ langado no nucleo. Neste, o DNA forma um circulo e ¢ transcrito pelo
maquindrio de transcrigdo celular. Outras proteinas do tegumento permanecem no
citoplasma ou sdo transportadas independentemente ao nucleo. O RNAm viral ¢
transportado para a célula hospedeira com o capsideo e ¢ traduzido no citoplasma. Pelo
menos uma das proteinas codificadas pelo RNAm viral est4 associada com a cadeia reticulo

endoplasmatico-Complexo de Golgi (Bresnahan & Shenk, 2000) .
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Ambos, CMV murino ¢ humano, t€m trés familias de genes, a (alfa), B (beta) e
v (gama), expressos nas fases imediatamente precoces (IE), precoces (E) e tardia (L) do
ciclo de replicagao das células infectadas. Cada uma das familias de genes imediatamente

precoce e precoce tem uma fung¢ao regulatoria no ciclo celular (Sweet, 1999).

¢ o (IE) — nesta fase os genes sdo transcritos através de enzimas nucleares; os
RNAm sdo transportados para o citoplasma e sdo traduzidos, ocorrendo a
producao de certas proteinas regulatorias que sdao transportadas para o
nlcleo e que permitem ao virus ter controle da sintese macromolecular da
célula hospedeira. Os genes transcritos nessa fase podem ter influéncia na
expressdo de outros genes virais, nos seus proprios genes e, possivelmente,

nos genes celulares;

¢ B (E) — inicia-se apos o periodo IE e € caracterizada pela replicagdo do DNA

viral, producdo de proteinas nas células infectadas e producdo da progénie;

v (L) — fase em que componentes estruturais ou de maturagdo dos virus

produzidos e o virus infectante sdo eliminados da célula (Mustafa, 1994).

Sao caracteristicas da infec¢do pelo HHV-6: 1) tropismo por células linféides;
2) indug¢ao do receptor CD4 em algumas células; 3) supressdao da resposta imune;
4) inducdo de citoquinas; 5) transativacdo de outros virus; 6) capacidade de transformar
certas células em cultura; 7) capacidade, em alguns casos, de aumentar a replicagdo do HIV

(Levy,1997).

Linfécitos T e B, mondcitos/macrofagos, e megacariocitos sao suscetiveis a
infec¢do pelo HHV-6, contudo, linfocitos T — CD4 representam uma populagio de células
em que este virus se replica com maior eficiéncia (Flamand et al., 1995). O HHV-6 pode
infectar também outras linhagens de células de origem epitelial, fibroblastica e neural com
diferente eficiéncia. Na infec¢do primdria, o virus 6 estabelece laténcia em diferentes
células e orgdos incluindo monocitos/macrofagos, glandulas salivares, cérebro e rins
(Abdel & Asmar, 2004). Varios estudos tém demonstrado que o HHV-6 possui atividade

imunomodulatéria por induzir a secrecdo de interleucina-1 B (IL - PB), fator de necrose
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tumoral - o (TNF- o) e interferon- o (IFN- o) em culturas de linfocitos in vitro
(Flamand et al., 1995). O HHV-6 pode ser considerado um herpesvirus imunotrépico
emergente, que pode infectar diretamente ou interferir na fun¢do de alguns componentes

criticos do sistema imune (Singh & Carrigan, 1996).

Trés estdgios podem ser identificados na histéria natural da infec¢do por
HHV-6. O primeiro ¢ representado pela infec¢do primaria aguda na infancia. O segundo
estdgio ocorre em criangas e adultos saudaveis, no qual o virus replica em glandulas
salivares e ¢ secretado na saliva, sem induzir patologias evidentes, permanecendo latente ao
mesmo tempo em linfocitos e mondcitos, e persiste em varios tecidos, possibilitando um
alto nivel de replicagdo. O terceiro estagio ocorre com menos freqliéncia, tipicamente em
pessoas imunocomprometidas, e estd ligado a reativagdo do virus ou a reinfeccdo

(Fernandez & Fernandez) (Figura 5).

PATOGENIA HHV-6
p SANGUE
r | LINFOCITOS
SALIVA

GANGLIO LINFATICO

PAROTIDA

Figura 5- Ciclo infeccioso do HHV-6 (Fernandez & Fernandez)
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Ap6s a contaminacdo ha um periodo de replicagdo viral local, seguido de

viremia. O periodo de incubagdo ¢ indeterminado até o momento (Santos, 2000).

O primeiro efeito da replicagdo do HHV-6 ¢ o aumento no tempo de sobrevida
da célula, que varia de oito a doze dias a mais que em células ndo infectadas. Isso deve-se a
interrupcao da sintese de DNA celular, apos 65h de infecgdo, e ao estimulo da sintese de
proteinas celulares. O efeito final ¢ um modesto aumento de células, com acentuada sintese

de proteinas celulares, antes do efeito litico e da morte celular (Santos, 2000).

A replicacdo viral do HHV-7 induz a perda do receptor CD4 na superficie
celular. Estudos demonstram que o HHV-7 in vitro pode competir com o HIV (virus da
Imunodeficiéncia Humana Adquirida tipo 1), interferindo negativamente na replicagao
deste Gltimo em cultura. Mas, in vivo, o efeito sobre a replicagdo do HIV-1 permanece
incerto e merece investigacdo, principalmente em criangas com infec¢do primdria pelo

HHV-7 (Dewhurst et al., 1997; Koneman et al., 2001).

O cultivo do HHV-7 in vitro geralmente ¢ feito em células mononucleares de
sangue de corddao umbilical ativadas com fitohemaglutinina (agente que induz
transformagdo blastica em células T) e com adicdo de interleucina-2 e polibrene, esta
ultima, uma substancia que facilita a infec¢do celular pelo HHV-7. A transferéncia dos
virus (isolados a partir de células do cordao umbilical) para linhagem celular continua T
linfoblastéide — Células Sup T1 para estudos e producdo de antigenos virais tem sido
utilizada devido ao fato de ser mais facil de trabalhar com células de linhagem continuas do
que manter sempre disponivel células de corddo umbilical vidveis e livres de contaminacao

(Ablashi et al., 1998).

1.6- Epidemiologia e Transmissao

A infecgdo pelo HCMYV ocorre comumente na maioria da populagdo, sendo que
o virus infecta de 0,5 a 1,0% de todos os recém-nascidos e aproximadamente 50% dos
adultos nos paises desenvolvidos. E de baixa prevaléncia em paises europeus, na Australia

e na América do Norte (40 a 60% dos individuos sdo infectados), enquanto que em
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populagdes de nivel sdcio-econdomico mais baixo, a prevaléncia € significantemente maior,
variando entre 80 a 100%. A prevaléncia de anticorpos contra 0 HCMV (anti-HCMYV)
eleva-se com a idade, atingindo niveis maximos apds os 25 anos (Pannuti, 1984;

Hardy et al., 1985).

No Brasil, os dados epidemioldgicos disponiveis sdo restritos a algumas areas
urbanas, tais como o estado de Sao Paulo. Estudos utilizando amostras de soro coletadas de
individuos saudaveis de diferentes grupos de idade em Sao Paulo e testadas para anticorpos
anti-HCMV mostraram que em criancas de 0-4 anos de idade, a soroprevaléncia ¢ de 60%,
com um lento aumento apds os 15 anos de idade. Para individuos com idade entre 51 ¢ 60
anos, a soroprevaléncia encontrada ¢ de 80% (Almeida et al., 2001). A incidéncia nos
Estados Unidos e no norte da Europa ¢ de 50 a 60% e no Brasil ¢ de aproximadamente 93%

(Nichols & Boeckh, 2000).

Aproximadamente 10% das infecgdes  primarias em  pacientes
imunocompetentes estdo associadas com a sindrome da mononucleose, caracterizada por
mal-estar, febre e linfocitose atipica. A grande maioria das infecgdes primarias passa
desapercebida. O virus permanece latente no endotélio e em células mononucleares do
sangue periférico, durante todo o tempo de vida do hospedeiro, controlado pela

imunovigilancia mediada por células (Nichols & Boeckh, 2000).

O HCMV ¢ transmitido por: a) via parenteral, através de sangue ou seus
derivados; b) contato inter-humano; c) via materno-fetal, através do canal de parto,
contagio poés-parto ou transmissdo intra-uterina e, d) transplantes de Orgaos

(Veronesi et al., 1991).

Os humanos sdo os unicos reservatorios do HCMV e a transmissao ocorre
através do contato pessoa-a-pessoa. Recém-nascidos e criangas podem se tornar infectados
durante o nascimento pela passagem através do cérvix uterino contaminado, durante o
periodo pds-natal através do leite materno ou durante a infancia através de contato direto
com outras criang¢as em bercarios ou creches. Essa infec¢c@o pode estar associada a seqiielas

graves, ja que representa a causa mais comum de retardo mental e disturbios da audi¢do em
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criancas. Apds a puberdade, as transmissdes salivar e sexual representam o modo mais

importante de infec¢do por HCMV (Jong et al., 1998).

Com relacdo a epidemiologia em grupos de alto risco, sabe-se que pacientes
imunossuprimidos, como os transplantados, os portadores da Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) e aqueles que sdo submetidos a quimioterapia tém

maior risco de desenvolver a doenga por HCMV (Costa, 1999).

O HCMV ¢ o mais importante patdgeno que ocorre entre os receptores de
transplantes, sendo que a infec¢@o ¢ evidenciada em 2/3 dos casos, embora a doenga clinica

seja encontrada com menor freqiiéncia (Rubin, 1993; Camargo et al., 1996).

Existem trés padroes epidemiologicos da infecgdo por HCMV em receptores de
orgdos transplantados: infecgdo primdria, reativagdo de infeccdo latente e reinfec¢do

(Rubin, 1990).

¢ Na infeccdo primaria, a fonte viral pode ser pré-natal (transmissdao
transplacentaria) (Epps et al, 1995), transfusdo intrauterina
(Vilmer & Pérol, 1984), perinatal (secrecdo cervical) e pds-natal (urina
infectada, saliva, leite materno) (Epps et al., 1995), transfusdo de sangue e
transplante de 6rgaos (Tegtmeier, 1989; Forman & Zaia, 1994). Geralmente,
a infec¢ao ¢ mais facil de ser adquirida em condig¢des precarias de higiene.
Drago e col. (2000) relatam que, os individuos com condicdes
socio-econdmicas baixas, a grande maioria das criangas tém sido infectada

antes do inicio da puberdade.

ApoOs a infec¢do primaria, o HCMV permanece em uma condicdo de
infeccdo latente, porém, ocasionalmente, torna-se reativado e os virions infecciosos
aparecem na saliva e/ou urina. Essas reativacdes temporarias sdo assintomaticas, mas
permitem que o virus se espalhe horizontalmente e, ainda, verticalmente se a reativagao

ocorrer durante a gestagao (Drago et al., 2000).
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¢ A reativagdo ¢ induzida pela alteragdo no relacionamento
parasita-hospedeiro devido a mecanismo fisioldgico, tal como ocorre na
gravidez, por um decréscimo natural das defesas imunologicas; nas doengas
debilitantes ou no emprego de drogas imunossupressoras ¢ procedimentos

cirargicos (Drago et al., 2000).

¢ A reinfeccdo ¢ devida a um virus novo com um diferente tipo antigénico
(Tegmeier, 1989). Embora seja epidemiologicamente importante distinguir
reinfeccdo e reativacdo, ambas sdo clinicamente similares. O termo infec¢ao
recorrente, portanto, ¢ freqiientemente usado para descrever ambas as

possibilidades (Lesher, 1988).

Em criangas com infec¢do primaria, anticorpos anti-HHV-6 sido detectados
num periodo que varia de 3 a 7 dias (Dockrel et al., 1999). Ocorre producao de IgM na
segunda semana apo6s a infeccdo e o pico se mantém por 2 meses (Dockrel, 2003).
Anticorpos IgG aumentam por 2 semanas pos infeccdo e sao detectados por toda a vida em

90% ou mais dos adultos (Yamanishi ez al., 1988, Dockrel et al., 1999).

A infeccdo por HHV6 ¢ onipresente nos primeiros 2 anos de vida. A incidéncia
de "pico" de infeccdo varia de 6 a 9 meses (Caserta er al, 2001). Estudos
soroepidemioldgicos, como os realizados por Saxinger e col. (1988) e Levy e col. (1990)
sugerem que mais de 90% dos adultos sdo soropositivos para a infeccdo pelo HHV6. A
infeccdo ocorre em todo o mundo, sem restricdo geografica (Okuno et al.,1989;
Krueger et al., 1998). Pode ocorrer queda dos titulos de IgG com o passar dos anos,
gerando a falsa impressao de infec¢ao primaria em grupos de idosos (Brow et al.,1988).

Estudos de soroprevaléncia proporcionam poucos dados de infec¢do variante especifica

(Dockrel, 2003).

Estudo realizado no Brasil, em Belém do Para, mostrou a soroprevaléncia do
HHV-6. A soroprevaléncia global foi de 90%, com taxa de soropositividade variando entre
75% a 100% nos diferentes grupos estudados entre idade e sexo (Freitas & Linhares, 1997).
Outro estudo realizado no Brasil, em Recife, na regido Nordeste, entre brasileiros e

imigrantes japoneses também mostrou a soropositividade global para HHV-6 com uma
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pequena diferenga entre os dois grupos, sendo 76,5% de soropositividade para o grupo de
brasileiros e 77,2 para o grupo de imigrantes japoneses. A soroprevaléncia global foi mais

alta em mulheres do que em homens (Linhares et al., 1991).

O modo de transmissdo nao ¢ completamente conhecido, mas o HHV-6 esta
presente tanto na saliva quanto nas células epiteliais de cavidade oral, sugerindo que a
secrecdo oral contribui para a transmissdo, especialmente do sub grupo HHV6-B
(Levy et al.,1990; Clark, 2000). A analise de cepas de HHV-6 isolado de maes e filhos

sugerem que este tipo de transmissao possa ocorrer (Van Loon et al.,1995).

Evidéncias sugerem que a transmissdo do HHV-6 ocorra através do doador. Um
estudo realizado no Japao por Yoshida e col. (1992) documentou a transmissao do virus
através do orgdo transplantado. A laténcia in vivo no rim também pode acontecer
(Singh & Carrigan, 1996). Outras vias de contamina¢do ainda ndo apresentam evidéncias

convincentes (Dockrel, 2003).

A incidéncia de infeccao por HHV-6 pos-transplante varia de acordo com o tipo
de transplante, sendo mais freqiiente em receptores de medula dssea (48%, variacdo de
28 a 75%), e incidindo em cerca de 32% (0-82%) dos receptores de orgdos solidos

(Dockrel et al.,2001).

A prevaléncia da infec¢do primaria pelo HHV-7 na populacao em geral ¢ alta,
sendo de cerca de 5 infectados para cada 7 criangas (71%) segundo relatos de Tanaka e col.
(1994). No Brasil, 93% dos individuos adultos e das criangas maiores de dez anos de idade
apresentam anticorpos de classe IgG contra o HHV-7, segundo estudos de Freitas e col.
(2004). A primo infeccao pelo HHV-7 incide em idades entre 5 e 6 anos de vida, um pouco
mais tarde do que ocorre para o Herpesvirus Humano Tipo 6 (HHV-6), a qual ocorre aos 2
anos, aproximadamente (Ward et al., 2001). A infeccdo pelo HHV-7 pode ocorrer

tardiamente em regides tropicais, como, o Brasil (Oliveira et al., 2003).

A transmissao horizontal do HHV-7 se da, provavelmente, através da saliva
como foi demonstrado por Takahashi e col. (1997). O indice de isolamento do HHV-7 a

partir da saliva ¢ muito alto, cerca de 75% (Canadd Communicable Disease Report, 2000).
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O HHV-6 tem, possivelmente, a mesma forma de transmissao (Mukai et al., 1994), mas ¢
encontrado apenas ocasionalmente na saliva (Hall er al., 1998) e sua forma exata de
transmissdo permanece desconhecida. Se o HHV-6 for transmitido pela saliva como o
HHV-7, também nao fica explicado o motivo pelo qual a infecgdo por este ultimo ocorre

mais tardiamente (Ward, 2005).

A transmissao vertical do HHV-7 pode ser resultado da passagem pela placenta
ou de forma hereditaria apos integracdo do seu genoma nos cromossomos gaméticos do
hospedeiro, assim como acontece com o HHV-6. Quanto ao HHV-6, trabalhos recentes
demonstraram que 0,2% dos cromossomos de pacientes japoneses e 1,6% das células de
corddao umbilical possuem DNA do HHV-6 incorporado ao seu genoma, o que pode

acontecer também com o HHV-7 (Daiabata et al., 2004; Tanaka-Taya et al., 2004).

Segundo Black e Pellett (1999), outra possibilidade de transmissao do HHV-7 ¢

através do leite materno.

A transmissao nosocomial ou iatrogé€nica pode ocorrer através de transfusdo de
sangue, c¢lulas progenitoras hematopoéticas e drgdos transplantados, causando infec¢dao

primaria ou infecg¢do recorrente (Ward, 2005).

1.7- Manifestacoes Clinicas

A doenga por HCMV em imunocompetentes, quando se manifesta, assume
forma semelhante & mononucleose infecciosa, classicamente caracterizada por febre de
duragdo prolongada, fraqueza, sudorese, mialgia, hepatomegalia, esplenomegalia, ou
ambos, e adenopatia. Linfonodomegalia e exsudato amigdaliano sdo pouco encontrados, ao
contrario do que se verifica na mononucleose infecciosa causada pelo virus Epstein-Barr.
Ictericia e exantema maculopapular podem ser eventualmente observados. Em relagdo aos
exames laboratoriais, o hemograma pode apresentar linfocitose relativa e absoluta e
presenca de grande numero de linfocitos atipicos. As enzimas hepaticas (TGO e TGP)
podem estar moderadamente elevadas em cerca de 80% dos casos (Weller, 1971a;

Weller, 1971b; Panutti et a.l, 1987; Panutti et al., 2001).
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Porém, o virus pode ser um importante patdgeno no feto humano, em pacientes
com defeitos de imunidade celular (SIDA, leucemia, linfoma), em receptores de TMO, CPP
e de orgdos solidos e aqueles submetidos a quimioterapia antineopldsica. Uma vez ocorrida
a infeccdo, 0o HCMV pode permanecer latente, em equilibrio com o organismo infectado,
reativando a atividade viral quando houver diminui¢do da imunidade do hospedeiro, o que
caracteriza 0 HCMV como agente oportunista. Um dos fatores que mais tém contribuido
para o aumento da ocorréncia da infecgdo por HCMV ¢ o emprego cada vez mais comum
de drogas imunossupressoras (Panutti e al., 1984; Ho, 1990; Myers & Amsterdam, 1997).
Com o aumento da prevaléncia de AIDS, a infec¢do por HCMV transformou-se em um
grave problema de saude publica em véarios paises do mundo. Devido a profunda e
complexa deficiéncia imunoldgica causada pelo HIV, o HCMV freqiientemente causa
doenca disseminada nesse grupo de doentes. Além disso, a co-infeccdo entre HCMV e

outros patogenos ¢ muito comum nos pacientes com AIDS (Costa, 1999).

Em pacientes transplantados, com cancer e outros imunossuprimidos, a
freqliéncia e a gravidade da infeccdo e de suas manifestacdes clinicas sdo bastante
varidveis. Elas dependem do tipo de transplante, das condig¢des clinicas do doador, da
presenga ou ndo de reagdes devido a incompatibilidade dos antigenos de
histocompatibilidade, da natureza e duragdo da quimioterapia e do regime de
imunossupressdo utilizado (Grundy, 1990). Nestes pacientes a doenca se apresenta com
sinais de sindrome de mononucleose sendo que o achado principal ¢ febre de duracao
variavel. Em ordem de freqiiéncia podem ser observados: hepatomegalia, esplenomegalia,
mialgia e/ou artralgia, elevagdes de enzimas hepaticas e linfocitose. Linfocitos atipicos sao
menos evidentes nesses pacientes e, particularmente, devido & imunossupressdo, a
leucopenia ocorre mais freqiientemente que a leucocitose, juntamente com anemia e
trombocitopenia. Apos a sindrome da mononucleose, a pneumonia por HCMV ¢é a mais
freqiiente manifestagdo em pacientes imunossuprimidos, principalmente em transplantados
de medula. A infeccdo concomitante por fungos, bactérias gram-negativas e/ou
Pneumocystis carinii ¢ comum. Hepatite com hepatomegalia, anormalidades de testes de
funcao hepatica e ictericia sdo observados em taxas de 7 a 16% dos transplantes renais.
Coriorretinite secundaria ao HCMV ¢ outra entidade clinica cuja freqliéncia tem aumentado

em pacientes imunossuprimidos, especialmente nos portadores de HIV. O trato
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gastrointestinal vem cada vez mais sendo atingido pelo HCMYV, principalmente nos
pacientes com AIDS. O célon ¢ o local mais freqiientemente acometido, seguido pelo
esofago, reto e intestino delgado.  As manifestagdes clinicas no trato gastrointestinal
dependem do nivel e grau de acometimento do 6rgao, bem como da ocorréncia ou nio de

infeccdes concomitantes ou tumores (Costa, 1999).

A pneumonia por citomegalovirus ¢ uma das mais importantes infecgdes
oportunistas nos hospedeiros imunocomprometidos, sendo a doenca particularmente grave
em receptores de transplantes alogénicos de medula ¢ssea (Ljungman, 1995). Nos anos 80,
foi considerado o maior problema infeccioso nestes pacientes porque foi observada uma
taxa de mortalidade maior do que 80%, mesmo ap6s a introducdo do ganciclovir, o
primeiro antiviral com boa atividade contra o citomegalovirus, tanto in vitro quanto in vivo

(Sheep et al., 1985).

Atualmente, o tratamento da pneumonia intersticial pelo HCMV compreende o
uso de ganciclovir e imunoglobulina endovenosa. Mesmo com este tratamento, uma vez
instalada a pneumonia, pouco mais de metade dos casos poderdo ser curados
(Ljungman & FEinsele, 1994). Em contraste ao ganciclovir que ¢ fornecido pelo Ministério
da Satde no Brasil e estd disponivel para todos os pacientes com doenga por HCMV, o
governo nado oferece subsidios para a aquisicdo de imunoglobulina endovenosa
(IgIV-HCMV) e seu alto custo tem sido limitado, o que torna seu uso restrito a um pequeno

numero de pacientes (Machado et al., 2000).

A maioria das infec¢des por HHV-6 ¢ assintomatica, mas 20% das criangas
apresentam febre, associada a erupgdes cutaneas (Roseala infantum ou exantema subito),

abcessos e outras manifestacoes clinicas (Braun er al., 1997).

A reativagdo do HHV-6 tem sido descrita na presenca de estados de
imunossupressdao, como apds transplante de 6rgdos e em individuos com AIDS. Parece
também estar associada a ocorréncia de esclerose multipla, sindrome da fadiga crdnica e
hipersensibilidade a medicamentos (Yamanishi, 2000), além de manifestacdes clinicas
ocorrerem em pacientes com doencas neoplasicas e doengas do colageno

(Braun et al., 1997).
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Em individuos imunocompetentes, como no caso de criangas com exantema
subito, a viremia pelo HHV-6 ¢ geralmente de curta duragdo, de aproximadamente quatro
dias. Viremia prolongada, persistindo por até 1 més, tem sido relatada apenas em receptores

de transplantes (Frenkel et al.,1994).

Estudos prospectivos detectaram o DNA do HHV-6 pelas técnicas de PCR ou
de cultura viral em amostras seqilienciais de pacientes apds o transplante, demonstrando

uma forte evidéncia de infec¢ao por HHV6 (Dockrel, 2003).

Pacientes com transplante de 6rgdos recebem altas doses de medicamentos
imunossupressores, aumentando o risco de infec¢des por Herpesvirus. Assim, a associacao
do HHV-6 ¢ a apresentacgdo clinica pos-transplante sdo agravadas por varios fatores, dentre
os quais a alta soroprevaléncia de HHV-6, a presenca concomitante de outros herpesvirus

oportunistas e a escassez de estudos com uma amostragem grande (Gentile, 2000).

Ap6s a infecgdo primaria, o virus replica nas glandulas salivares e estd presente
na saliva permanecendo latente nos mondcitos/macrofagos (Kando et al, 1991) e
persistindo em wuma variedade de tecidos como pele, pulmido e cérebro

(Campadelli et al., 1999).

O HHV-6 ¢ uma causa importante para supressdo idiopatica da medula apos
transplante de medula dssea (Carrigan & Knox, 1992; Drobyshi et al., 1993), e foi isolado
em cultura de sangue de 38% dos receptores adultos de transplante de medula Ossea

(Drobyshi et al., 1993).

Febres inexplicadas com profunda trombocitopenia apods transplante de figado
(Singh et al., 1995) e leucopenia grave apds transplante de rim estdo sendo associadas a
infeccdo por HHV-6 (Morris et al., 1989), assim como pneumonites intersticiais em

receptores de transplante de medula 6ssea (Campadelli et al., 1999).

Encefalites por HHV-6 sdao bem documentadas em individuos nao
transplantados (Cullers et al, 1996) e o HHV6 tem sido detectado em fluido

cerebroespinhal de criancas com exantema subito (Yoshikawa et al., 1992).
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Em individuos imunocompetentes, a infeccdo pelo HHV-7 causa Exantema
Subito ou Roseola infantum; ¢ uma sindrome exantematica caracterizada classicamente por
febre e erupgdo cutanea, principalmente em criangas menores e ¢ tipicamente acompanhada
de leucopenia (neutréfilos e linfocitos, concomitantemente) e por vezes de plaquetopenia e
hepatite. Algumas vezes, a infeccdo pelo HHV-7 pode se dar sem a presenca de erupcao

cutanea (Ward, 2005).

E definida como infecgdo primaria ou primo infecgdo o primeiro contato com
uma das cepas do Herpesvirus Humano Tipo 7 (HHV-7). Convulsdes, encefalite e
encefalopatia t€m sido associadas a doengas febris bem antes do exantema subito ter sido
caracterizado. Relacao entre infec¢ao primaria pelo HHV-6 e manifestagdes acima descritas
foram confirmadas por alguns autores (Asano et al., 1994; Hall et al., 1994; Ward & Gray,
1994), porém para o HHV-7 foi bem menos documentada (Torigoe et al., 1996;
Caserta et al., 1998). Uma infec¢@o primaria associada com encefalopatia foi documentada
por Van Den Berg e col. (1999) na qual a crianga recuperou-se. A infec¢ao pelo HHV-7 ¢
caracterizada por febre alta que dura poucos dias e erupcdes que aparecem em 24 a 48
horas. A doenga ¢ efetivamente controlada pela imunidade mediada por células. Assim
como os demais herpesvirus, o HHV-7 pode estabelecer uma infec¢do latente por toda a
vida do individuo e se reativar durante estados de imunossupressao

(Lautenschlager et al., 2002).

O Herpesvirus Humano Tipo 6 (HHV-6) tem sido associado a quadros
subclinicos em individuos imunocompetentes ¢ a varias doencas diferentes
(Braun et al., 1997). A ligacdo do HHV-6 com Esclerose Multipla e Sindrome de Fadiga
Cronica ¢ controversa (Tyler, 2003). Devido a estreita relagdo entre o HHV-6 ¢ o HHV-7,
pode-se pensar que estas caracteristicas também se apliquem ao HHV-7. A relagdo do

HHV-7 com Pityriasis rosea permanece sem provas (Chuh et al., 2004).

Em individuos que receberam transplantes de 6rgdos pode ocorrer reativagao,

similarmente ao que ocorre com outros herpesvirus (Yoshikawa et al., 2003).
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Apo6s a infeccdo primdria, os virus do grupo herpes estabelecem laténcia e o
DNA viral persiste sem expressdo protéica, o que poderia ser alvo para uma resposta
imune. Intermitentemente, o genoma viral latente pode tornar-se ativo e produzir virions

infectantes (IHMF — Management Strategies Workshop and 3rd Annual Meeting, 1996).

No caso do HHV-7, em pacientes imunossuprimidos, farmacologicamente, os
fatores que controlam a sua reativagdo ndo sdo ainda muito claros, mas parecem estar
associados ao grau de imunossupressdo. Sugere-se que os fatores que controlam a
reativacdo ou o aumento da replicagdo do HHV-7 em individuos imunossuprimidos sejam
similares aos previamente identificados para 0o HCMV (Mendez et al., 2000). A reativagdo
do HHV-7 tem sido associada com febre, mielossupressdo, encefalite e pneumonia

intersticial (Feldstein ef al., 2003).

Um fator que pode causar confusdo na anélise do HHV-7 em sangue periférico
e em outros o6rgaos, usando a PCR ¢ a deteccdo potencial de infeccdo latente
(Griffiths et al., 2000). Contudo, a deteccdo do HHV-7 em soro ou plasma ¢ indicativa de

replicacdo viral ativa (Canadd Communicable Disease Report, 2000).

Apds imunossupressdo farmacologica em transplantes de orgdos o virus
pode-se reativar e a replicagdo viral prosseguir de forma clinicamente benigna. Apesar de
até o momento nao haver provas sobre efeitos patogénicos do HHV-7, ndo esta descartada a
possibilidade de ocorrerem manifestagdes clinicas diretas ou indiretas. A forma mais
comum de manifestacdo do HHV-7 ¢ a reativacdo enddgena, ou seja, a persisténcia natural
da infec¢do primaria com baixo nivel de replicacdo e a subseqiiente reativagao no individuo
receptor do oOrgdo na fase de imunossupressao no caso de pacientes transplantados.
Contudo, a transmissdo por via hematogénica (transfusdo sanguinea) ou do proprio
transplante ¢ também possivel, a partir de doadores soropositivos para o HHV-7. Ambos os
fenomenos, ou seja, reativagdo endogena e reinfec¢do adquirida podem também ocorrer,

concomitantemente, no mesmo individuo (Canadd Communicable Desease Report, 2000).

O HHV-7 incide em cerca de 14 a 46% dos pacientes transplantados. A
variagdo se deve as condigdes do paciente, tipo de imunossupressdo e método de deteccao
de infeccao ativa utilizado; testes soroldgicos, cultura ou Reagao em Cadeia da Polimerase

(PCR) (Razonable et al., 2002).
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1.8- Diagnostico Laboratorial
1.8.1- Microscopia Eletronica

A vantagem deste método ¢ sua rapidez, pois pode dar um resultado positivo
em 15 a 30 minutos, além da possibilidade de se examinar materiais eventualmente
contaminados por fungos ou bactérias, que ndo sdo apropriados para isolamento viral.
Contudo, além de necessitar de equipamento sofisticado e pessoal altamente treinado,
possui uma sensibilidade relativamente baixa, s6 detectando os herpesvirus em amostras

que tenham altas concentracdes virais. Nao ¢ exame usado na rotina (Panutti, 2001).

1.8.2- Isolamento Viral por Cultura Classica

O HCMV pode ser isolado de materiais biologicos variados: urina, saliva,
secrecdes cervicais, s€émen, leite, sangue, lavado e aspirado de 6rgdos e homogenados de
tecidos soOlidos. Por ser um virus labil, o material colhido deve ser processado
imediatamente. Caso haja necessidade de conservagdo ou transporte, ¢ aceitavel uma
temperatura em torno de 4°C procurando-se evitar o congelamento. Independentemente do

material clinico, o isolamento do HCMV em cultura ¢ demorado (Costa, 1999).

O diagnostico classico utilizado para demonstrar infecgao ativa por HCMV ¢ a
inoculagdo do material suspeito em cultura de fibroblastos humanos, tnica linhagem celular
que permite sua replicagdo “in vitro”. Porém, além da complexidade envolvida com os
métodos de cultura celular, a lenta replicagdo do virus faz com que seja necessario um
periodo minimo de 25 dias para o resultado final (Weller, 1962; Weller, 1971,
Panutti, 1984).

O isolamento do HHV-6 foi a técnica originalmente utilizada para identificagdo
desse herpesvirus. O isolamento ¢ realizado cultivando-se, em conjunto, células
mononucleares (CMN) do sangue periférico do paciente com CMN obtidas do sangue do
corddo umbilical de recém nascidos (Inoue et al., 1993). Cultura de HHV-6 pode ser obtida
por co-cultivagdo de amostras clinicas com linfoblastos ou preparado de linfocitos de

cordao (Singh & Carrigan, 1996).
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Foi desenvolvido um rapido ensaio (antigenos precoces) que pode detectar
infeccdo ativa do HHV-6 em 72 horas. Nesse ensaio, cé¢lulas mononucleares de sangue
periférico sdo inoculadas em fibroblastos dipléides humanos por 48 horas, sendo estes
fibroblastos, marcados com antisoro especifico para o principal antigeno do HHV-6

(Singh & Carrigan, 1996).

O isolamento do HHV-7 pode ser feito a partir de células mononucleares de
sangue de cordao umbilical ativadas com fitohemaglutinina (agente que induz
transformagdo blastica em células T) e com adicdo de interleucina-2 e polibrene, esta
ultima, uma substancia que facilita, mas ndo ¢ essencial a infec¢ao celular pelo HHV-7. A
producao enddgena de interleucina-2 pelas células da cultura interfere na producao de
antigenos virais. Quando concentragdes entre 0,1 e 1,0 U/mL de interleucina-2 sdo
adicionadas ao meio de cultura, o numero de células que apresenta antigenos do HHV-7
aumenta significativamente (Black et al., 1997). No entanto, quando concentragdes maiores
que 1,0 U/ml sao adicionadas, o desenvolvimento do HHV-7 ¢ inibido na maioria das

culturas.

A adi¢do de 0,01mg/ml de hidrocortisona também melhora o desenvolvimento
do HHV-7 nas culturas (Black et al., 1997). A transferéncia das culturas para linhagem
celular T linfoblastoide — Células SupT1 foi descrita em detalhes por Ablashi et al. (1998).

Para que se possa fazer o isolamento do HHV-7 ¢ necessario dispor de células
mononucleares de corddo umbilical. Estas células precisam ser coletadas na sala de parto
tdo logo quanto possivel. A coleta ¢ feita com seringa apds o corddo ter sido cortado e o
sangue ¢ introduzido em tubos estéreis contendo heparina com cuidados de extrema
assepsia. Os tubos devem ser encaminhados ao laboratorio para serem processados o mais

rapido possivel para garantir a viabilidade celular.

As células mononucleares podem ser isoladas utilizando gradientes de
densidade (Ficoll-Hypaque), lavadas em PBS e cultivadas a 37°C em meio de cultura
RPMI-1640 contendo soro fetal bovino. Lancado o cultivo celular, os frascos podem ser

inoculados com a amostra do paciente e incubados em estufa de CO, ou em sistema
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fechado. Amostras potencialmente contaminadas com fungos ou bactérias devem ser antes,

filtradas em filtros altamente retentores de 0,45 pm e estéreis para eliminar estes agentes.

Apos cerca de 7 dias o efeito citopatico (Figura 6) pode aparecer e consiste de
pleomorfismo, formagdo de sincicio e de células gigantes, que atingem até 3 vezes o
tamanho normal (Ablashi et al., 1998). O efeito citopatico do HHV-7 ¢ similar ao do
HHV-6 e, portanto, ¢ necesséria a caracterizacdo do isolado por métodos imunologicos
usando anticorpos monoclonais especificos para o HHV-7 ou andlise por PCR

(Ward, 2005).

O isolamento do HHV-7 por cultivo celular é demorado (7 a 28 dias) para uso
diagnostico, além de apresentar dificuldades técnicas na sua realizacdo. Por estas razodes, o
isolamento ndo ¢ um método de diagndstico precoce, sendo usado mais para a producgdo de

antigenos virais e estudos bioldgicos do virus.

Figura 6- Efeitos citopaticos provocados pelo HHV-7 em cultura de células SupTl

(Ablashi et al., 1998).

1.8.3- Métodos Soroldgicos

Os métodos soroldgicos detectam anticorpos IgM e IgG contra 0o HCMV e sdo
importantes na identificacdo da fase da infeccdo (Chou, 1990), porém apresentam algumas

limitagcdes importantes, como, por exemplo, no caso de pacientes imunossuprimidos, que
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podem apresentar infec¢do grave e, dependendo do grau de imunossupressdo, ocorrem
resultados falso-negativos. Além disso, a deteccdo por métodos sorologicos nunca ¢
precoce e necessita muitas vezes de acompanhamento com exames periodicos para
defini¢do diagnostica. Mais recentemente, o uso de testes imunoenzimaticos (ELISA) com
anticorpos monoclonais para a deteccao de particulas virais na urina ou soro tem sido feito

(Mckeating, 1985).

A introdu¢do de testes laboratoriais rapidos e precoces permite aos clinicos
detectar a replicacdo viral e diagnosticar, consequentemente, a infec¢do ativa por HCMV
antes do inicio da doenca. Isso proporciona a oportunidade de iniciar o tratamento antiviral
precocemente (Sia & Patel, 2000). Essa terapia chamada de precoce (“pre-clinica”) ¢
definida como tratamento altamente efetivo, administrado por um curto periodo em
individuos que se apresentam com alto risco de desenvolver doenga por HCMV

(Rubin, 1991).

O diagnostico precoce da infeccdo por HCMV pode ser realizado por:
imunocitoquimica de fibroblastos humanos infectados, o DEAFF (detection of early
antigen fluorescent foci) ou “shell vial” (Griffiths et al, 1984); por antigenemia, com a
expressao da fosfoproteina de 65 kDa (pp65) da matriz do HCMV em leucécitos do sangue
periférico (van der Bij et al.,, 1988a, van der Bij et al., 1988b); pela reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) para amplificagio de seqliéncias de 4acidos nucléicos virais
(Demmler et al., 1988; Shibata et al., 1988;Jiwa et al., 1989; Einsele et al., 1995) e por
outros métodos moleculares, tais como a PCR quantitativa, Nuclisens pp67 Nasba, e

Captura hibrida (Recomendations of CDC, 2000).

Quando ocorre a infecgdo primdria pelo HHV-7 em individuos
imunocompetentes, os anticorpos da classe IgM sdo os primeiros a serem sintetizados,
seguidos posteriormente, pelos de classa IgG. Estes ultimos permanecem pelo resto da vida
do individuo. A reatividade dos anticorpos da classe IgG indica contato prévio, recente ou
antigo com o HHV-7. Os anticorpos de classe IgM indicariam infec¢do aguda ou muito
recente, mas cerca de 5% da populacdo tem sorologia IgM positiva para HHV-7 em
qualquer tempo, tornando-se um problema a confirmacdo soroldgica da infec¢do aguda

(Canada Communicable Desease Report, 2000).
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A realizacdo de testes soroldgicos quantitativos do tipo IgG em amostras
pareadas ao longo de algum tempo para verificacdo do aumento nos titulos de anticorpos e

testes de avidez podem ajudar a minimizar esse problema (Ward et al., 2002).

A pesquisa e quantificacdo de anticorpos de classe IgM e IgG para o HHV-7
tém sido utilizadas por varios pesquisadores para determinar a soroprevaléncia do HHV-7 e
a caracterizacdo da infeccdo aguda pelo HHV-7. No entanto, a utilidade da sorologia para
monitorizagdo de pacientes imunossuprimidos ainda ndo estd bem definida. A reacdo
cruzada entre o 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). Estudos utilizando soro
hiperimune de ratos mostraram rea¢do cruzada entre os dois virus sugerindo

compartilhamento de epitopos comuns (Tomasi et al., 1994).

A infeccdo por um dos virus, HHV-6 ou HHV-7, pode induzir a proliferacao de
clones de células B que produzem anticorpos contra o outro, complicando ainda mais a

avaliacdo sorologica para estes agentes (Ward, 2005).

Estudos de avaliagdo de sensibilidade e especificidade para o HHV-7
comprovaram uma certa reatividade cruzada entre o HHV-7 e o HHV-6. Por isso,
consideram-se aceitaveis resultados com titulos de reagdo por imunofluorescéncia de 1:32
ou mais (Ward, 2002). Testes de ELISA ou Imunofluorescéncia apos técnicas de absor¢ao
cruzada com o HHV-6 e realizagdo de Western Blot mostraram que as proteinas mais
imunorreativas dos dois virus sdo distintas, ficando a reacdo cruzada restrita a proteinas de
baixa reatividade imune, nao chegando a interferir quando se parte de uma dilui¢ao de 1:32
na imunofluorescéncia, reforcando os critérios acima sugeridos. Verificou-se também que
uma reatividade contra uma proteina de peso molecular de 85 kDa do HHV-7 (pp85) ¢

especifica para este virus (Black et al., 1996).

1.8.4- Deteccao de Antigenos Virais (antigenemia)

O método da antigenemia foi considerado um grande avanco no diagndstico da
infeccdo por HCMV em transplantes de 6rgdos. A presenga de leucdcitos do sangue

periférico na antigenemia proporciona um marcador precoce de infec¢ao ativa pelo HCMV
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e ¢ um teste rapido (Van der Berg et al.,1991). Esse método depende do uso de anticorpos
monoclonais que detectam o antigeno viral pp65, uma proteina estrutural expressa nos

leucdcitos do sangue durante a fase precoce do ciclo de replicagio do HCMV.

Este teste ¢ limitado a deteccao de antigenos virais nos leucocitos. O resultado
ndo somente qualitativo, mas também quantitativo, correlaciona a viremia com a gravidade

da doenga clinica (Lo et al., 1997; Niubo et al.,1996; The et al.,1992).

O teste de antigenemia consiste em: isolamento dos leucocitos do sangue
periférico pela sedimentagao com dextran, lise direta de leucocitos, preparagao de laminas
microscdpicas, imunocoloragdo com o uso de anticorpos monoclonais (C10 e C11) contra o
HCMV, avaliagdo microscopica e contagem quantitativa (Erice et al.,1995; Ho et al.,1998;
The et al., 1990; The et al.,1995). As laminas citocentrifugadas contém um dado nimero de
células que sdo preparadas por centrifugagdo com um sobrenadante rico em leucocitos. A
fixagdo das laminas ¢ feita com acetona ou formaldeido; sendo que resultados superiores
foram obtidos com a fixagdo com formaldeido (Boeckh er al, 1994; Gerna et al.,1992;

The et al., 1992).

A imunodeteccdo do antigeno do HCMV ¢ possivel através dos métodos de
imunoperoxidase indireta ou imunofluorescéncia indireta (The et al,1995). Em 1988,
Win Van der Bij acreditava que diagndsticos rapidos de infec¢ao ativa por HCMV eram de
grande importancia para evitar o excesso de tratamento com drogas imunossupressoras
(em receptores de transplantes) e guiar a terapia antiviral. A demonstragdo do HCMV em
amostras de sangue ¢ particularmente importante porque a viremia por HCMV ¢
considerada um marcador de infeccdo ativa, demonstrando boa correlacdo com doenca
grave. A deteccdo do antigeno de HCMV em leucécitos do sangue periférico (antigenemia)
¢ demonstrada como uma técnica rapida (5 h) e sensivel na deteccdo de HCMV (Van der

Bij et al.,1988a; The et al., 1990).

O teste de antigenemia ¢ um método sensivel para a estimativa da carga viral
sisttmica do HCMV. O método ¢ uma boa escolha para laboratérios que possuem volume
baixo a médio de testes, sendo considerado o mais adequado para guiar a inicio da terapia

precoce e para a monitorizacdo da eficacia do tratamento com ganciclovir
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(Gondo et al.,1994). A desvantagem ¢ que a amostra deve ser processada em curto espacgo
de tempo, sendo recomendavel até 8 horas apds a coleta para ndo haver a diminuigdo da
sensibilidade. Em pacientes com grave neutropenia o exame nao pode ser realizado devido
a baixa contagem de granulécitos. Alternativamente, a PCR para HCMV no plasma ou soro
pode ser realizada nessa situacdo (Solano et al, 2001; Boeckh & Boinvin, 1998;

Boeckh et al.,1992).

O teste de antigenemia para deteccdo de antigenos virais do HHV-6, ¢ um
método que detecta o antigeno do virus especifico em PBMCs (células mononucleares de
sangue periférico). As PBMCs sdo isoladas por gradiente de densidade (Ficoll-Paque) e
centrifugadas em cortes microscopios. A presenca dos antigenos virais nas citopreparagoes
¢ demonstrada por coloracdo indireta da imunoperoxidase e por anticorpos monoclonais
(MAB8533 e MAB8535) contra um antigeno especifico para HHV-6 precoce (A e B)
(Launtenschager er al, 2002). A especificidade dos anticorpos encontra-se descrita na
literatura do fabricante (Chemicon). A imunoglobulina G (IgG) do rato normal ¢ utilizada
como controle negativo para ligacdo ndo-especifica. Um anticorpo monoclonal e um
conjugado (anti-anticorpo) sd@o usados como segundo e terceiro anticorpos. A reagdo &,
entdo, revelada com uma solucdo de 3-amino-9 etil carbazol contendo perdxido de

hidrogénio, e uma solu¢do de hematoxilina de Mayer como contra-corante.

Um método para determinacdo da antigenemia para HHV-7 (monoclonal) foi
descrito por Launtenschager et al. (2002) e consiste na separagdo de células mononucleares
de sangue periférico colhido com anticoagulante EDTA através de gradiente de densidade
(Ficoll-Hypaque) e citocentrifugacao em laminas de microscopia. As laminas sao fixadas e
recobertas com anticorpos monoclonais de rato contra os antigenos precoce e tardio do

HHV-7 gp110/160, respectivamente.

O HHV-7, quando utiliza os linfocitos para se replicar, induz, obviamente, a
producdo de proteinas virais, as quais podem ser detectadas através da reacdo com
anticorpos monoclonais. Podem ser utilizados anticorpos contra varias proteinas do virus,
mas ¢ essencial que se usem anticorpos contra proteinas especificas do HHV-7 (anticorpos

monoclonais).
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A reagdo de imunoperoxidase ¢ realizada usando anticorpos anti-camundongo
de coelho e de cabra anti-coelho conjugados a peroxidase como segundo e terceiro
anticorpos. A reacdo ¢ revelada pela adicdo de amino-etil-cabazol e peroxido de hidrogénio
usando hematoxilina de Mayer como contra-corante. As laminas s3o observadas em
microscOpio optico para verificagdo e contagem das células que exibirem reagdo positiva.
As células positivas apresentam coloragdo amarela escura ou marrom em seu citoplasma
(Figura 7). A reagdo positiva ¢ encontrada, usualmente, em linfocitos

(Launtenschager et al., 2002, Harmi et al., 2006).

1.8.5- Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A reagdo em cadeia da polimerase (PCR) ¢ um método de biologia molecular
que permite a produ¢do de grande quantidade de fragmentos especificos de DNA a partir de

substratos complexos e em concentragdes diminutas (Pozo & Tendrio, 1999).

O procedimento consiste de repetidos ciclos de sintese de DNA por meio de
dois “primers” ou oligonucleotideos iniciadores, com orientagdes opostas, isto ¢é, dois
segmentos de aproximadamente 20 nucleotideos com seqiiéncias complementares as duas
extremidades do fragmento-alvo e levados a efeito por uma reagdo enzimatica mediada pela

polimerase de atividade em elevadas temperaturas (Taq polimerase).
Cada ciclo de reagdo de amplificag@o ¢ constituido por trés fases distintas:
¢ Desnaturacao: separagdo da dupla fita do DNA a ser amplificado;
e Anelamento: ligagdo complementar entre os iniciadores (primers) e 0 DNA;

¢ Extensao: sintese do DNA pela enzima Tag-polimerase, que ¢ utilizada para

replicar as fitas do DNA.
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REAGCAO DA CADEIA EM POLIMERASE (PCR)
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Figura 7- Reagdo em Cadeia da polimerase (Andy Vierstraete, 1999).

(http://users.ugent.be/~avierstr/principles/pcr.html) — com modificagdes

O tipo de amostra e 0 método de extragdo de DNA devem ser cuidadosamente
escolhidos, pois extratos de DNA ndo bem preparados podem conter proteinas que inibem a

PCR (Griffths et al., 1999).

Os iniciadores escolhidos devem ser analisados quanto a sua especificidade
porque estes devem amplificar somente o fragmento do genoma do organismo em questdo e

nada mais. Cuidados também devem ser tomados para que a regido do genoma que sera
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pesquisada seja, preferencialmente, uma regido altamente conservada, que sofra pouca ou

nenhuma mutagdo para que ndo haja reagdes falso-negativas (Griffths ez al., 1999).

Quando se trabalha com virus que causam infecc¢ao latente, ¢ preciso escolher
muito bem o tipo de amostra para analise, de acordo com o objetivo da andlise. Se a
intencdo ¢ analisar o DNA do virus incorporado ao genoma do hospedeiro, ou seja,
determinar se ha infec¢ao latente, ¢ preciso realizar a PCR usando DNA extraido de tipos

celulares que sdo alvos do virus (Griffths et al., 1999).

O ajuste da concentragdo de DNA para 30 ng (extraido de leucdcitos de sangue
periférico) pode ajudar a contornar o problema da detec¢do de infeccdo latente

(Griffths et al., 1999).

Com a introdugdo da amplificagdo de DNA por meio da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) (Saiki et al.,1985), a deteccao do HCMYV foi levada a efeito em amostras
contendo pequeno nimero de copias do virus (Shibata et al.,1988; Demmler et al.,1988;
Olive et al.,1989). A amplificagdo génica por PCR permite a producdo de grandes
quantidades de fragmentos especificos de DNA a partir de substratos complexos e em
concentragdes diminutas. Basicamente, este procedimento permite a amplificagdo de um
fragmento de DNA escolhido, cuja concentragdo final excede em milhares de vezes a do

DNA presente na amostra analisada (Costa et al.,1992).

O DNA do HHV-6 pode ser detectado pela PCR (Kadakia et al., 1996;
Wang et al.,, 1999; Wang et al., 1996; Drobyski et al., 1993) sendo que infeccdo latente
pelo HHV-6 pode ser detectada pela PCR se for utilizado DNA extraido de células do
sangue periférico (Carrigan, 1996). Assim, a deteccio do DNA do HHV-6 em soro ou
plasma pela PCR ¢ uma alternativa para o diagnostico da infec¢do ativa pelo HHV-6

(Secchiero et al., 1996).
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No caso do HHV-7, admite-se que o DNA extraido de soro ou plasma seja o
mais adequado para deteccdo de infeccdo ativa, j4 que sO6 haveria virus circulantes
detectaveis fora da célula nesta condi¢do (Feldstein et al., 2003; Thira et al., 2001). Varios
autores tém sugerido que a PCR quantitativa é a mais adequada para determinagdo da

infeccdo ativa (Yoshikawa et al., 2003; Mendez et al., 2001; Ward, 2005).

A PCR ¢ um método rapido (4-6 h), especifico e extremamente sensivel, porém,
devido a sua alta sensibilidade, os principais problemas sdo os resultados falso-positivos
que podem ocorre por contaminacdo durante a execugcdo do teste. Resultados
falso-negativos podem ser causados pela variabilidade genética das cepas ou pela presenga
de inibidores (The et al,1992). Uma importante vantagem da PCR ¢ que as amostras
podem ser estocadas em temperatura ambiente por periodos maiores do que 72 horas, sem

que haja uma diminui¢ao significativa nos niveis de DNA (Roberts et al.,1997).

O aumento da especificidade e sensibilidade da PCR foi alcancado pela
“Nested-PCR”, na qual o produto da primeira PCR ¢ submetido a nova reacdo de

amplificacdo utilizando-se um par de “primers” internos ao primeiro (Brytting et al.,1991).

1.9- Tratamento da Infeccio Ativa pelos Herpesvirus 5 (HCMV), 6 (HHV-6) e
7 (HHV-7)

A incidéncia de doenga precoce pelo HCMYV (dentro dos primeiros 100 dias
apos o transplante) tem diminuido substancialmente com o uso de profilaxia ou de terapia
precoce com ganciclovir. Infelizmente, essa estratégia tem sido acompanhada por um
aumento na incidéncia de doenca tardia pelo HCMV (Boeckh et al, 1996a;
Boeckh et al., 1999). Estudos tém demonstrado que a utilizacdo precoce da terapia antiviral

atrasa a reconstituicdo da imunidade do hospedeiro contra o virus, colocando os pacientes
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em risco de doenca tardia quando tal terapia ¢ descontinuada (Li et al., 1994

Boeckh et al., 1996b).

O tratamento da doenca ativa causada por este virus esta limitado no Brasil a
pacientes imunocomprometidos e restrita a dois agentes antivirais: ganciclovir e foscarnet,

ambos com ac¢ao inibidora da replicagao viral (Balfour, 1990).

Uma vez que a infec¢do aguda por HHV-6 em imunocompetentes geralmente
segue um curso benigno e autolimitado em criangas e adultos, raramente hd necessidade de
tratamento antiviral especifico. Em imunodeprimidos, o curso da infec¢do pelo HHV-6
ainda ndo estd bem determinado. Vérios estudos in vitro avaliaram a eficacia de diversos

agentes antivirais na replicagdo deste herpesvirus (Santos, 2000).

A susceptividade antiviral do HHV-6 geralmente se parece com a do
citomegalovirus: O HHV-6 ¢ menos sensivel ao aciclovir, mas € suscetivel ao ganciclovir e
ao foscarnet. Ambos sao eficazez, in vitro, contra 0o HHV-6. O aciclovir ndo ¢ eficaz para o
tratamento de infeccdo pelo HHV-6, segundo relatos de estudo in vitro

(Singh & Carrigan, 1996).

O ganciclovir pode causar granulocitopenia, trombocitopenia, azoospermia e

elevagdo da creatinina sérica (Crumpacker, 1996).

Nao ha ainda um concenso em relacdo a eficacia da terapia antiviral para a
infec¢do pelo HHV-7. Estudos in vitro sugerem que o ganciclovir usado de forma oral ndo
afeta a replicagdo do HHV-7. A falta de um agente antiviral especifico para o HHV-7 ¢ a
falta de métodos de monitorizagdo da resposta ao tratamento também sdo, em parte,
responsaveis por estes dados conflitantes. A ocorréncia da co-infeccdo do HHV-7, HHV-6
e HCMV dificulta um estudo randomizado de atividade antiviral no periodo pds-transplante

(Razonable et al., 2003).

Terapia precoce (ferapia pré-clinica), refere-se ao programa que da inicio a
terapia com ganciclovir a partir dos testes de monitorizacdo com resultados positivos para

infeccdo ativa por HCMV em pacientes assintomaticos (Avery, 2000).
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Apo6s a implantacdo do protocolo de diagnodstico e monitorizagdo da Infecgao
ativa por HCMV nos pacientes do Sevico de Transplante de Medula Ossea da
UNICAMP/HEMOCENTRO a partir do trabalho de Bonon e col. (2005), o STMO passou
a utilizar a terapia precoce (pré-emptive therapy) como estratégia de prevencao da doenga

por HCMV ap6s o transplante (Bonon et al., 2005).

Tabela 1- Protocolo de Tratamento Precoce de Infec¢do Ativa pelo HCMV e doenga

guiada pela positivacao dos testes de monitorizarao.

ESQUEMA DOSE - GANCICLOVIR

+ Tratamento da Infeccio Ativa 10 mg/kg/dia, por 7 dias + manutengdo

+ Manutencio 5 mg/kg/dia, 3 vezes por semana até 12 doses
+ Tratamento da Doenca 10 mg/kg/dia, por 21 dias + manutengdo

+ Manutencao 5 mg/kg/dia, 3 vezes por semana até 12 doses

1.10- Fatores de Risco

Conhecer o status soroldogico em relagdo ao HCMV de um individuo
imunossuprimido ¢ importante, ja que a soropositividade reflete uma infeccao anterior e,
portanto, todos os individuos soropositivos abrigam o HCMV de forma latente, sendo que o
virus pode reativar a qualquer momento. No receptor de transplante de orgdos, o
conhecimento do status soroldgico pré-transplante é necessario para permitir relacionar,
quando possivel, doadores HCMV-negativos com receptores soronegativos. A relacdo entre
o soro-status/HCMV do doador e do receptor reduz significantemente a incidéncia de

doenca por HCMYV nesses pacientes (Pillay, 1993).

Antes do uso do ganciclovir profilatico, a citomegalovirose era a causa mais
comum de morbidade e mortalidade apdés o transplante de células progenitoras
hematopoiéticas. Na auséncia da profilaxia antiviral, a doenca pelo HCMV ocorria entre
30 a 100 dias apds o transplante em 70% dos receptores HCMV soropositivos e em
25 a 40% dos receptores HCMV soronegativos recebendo medula soropositiva ou produtos

sanguineos nao filtrados (Bowden et al., 1986; Miller et al., 1991).
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O uso de produtos sanguineos HCMV soronegativos tem reduzido a incidéncia
de infeccdo por HCMV em receptores HCMV soronegativos em aproximadamente 3% a

6% (Miller et al., 1991).

Os pacientes que tém um risco menor sdo os pacientes HCMV-soronegativos
com um doador soronegativo. Nestes pacientes, o maior fator de risco de infec¢do pelo
HCMV ¢ o uso de produtos sanguineos de doadores soropositivos (Tabela 2)
(Stochi et al., 1998). O risco de doenga ¢ primariamente dependente do risco da infec¢ao
ativa por HCMV (Meyers, 1990). Os fatores secundarios incluem doenga grave do enxerto
contra o hospedeiro (GVHD ou DECH) (Winston et al., 1990), o transplante de um doador
nao-relacionado (Marks et al., 1993) e o atraso na reconstitui¢do da resposta da célula T

citotoxica HCMV-especifica (Li et al., 1994).

Tabela 2- Risco de doenca por HCMV ap6és TCPH alogénico em relagdo ao status

sorolégico doador/receptor.

Anticorpos HCMV Risco de doenca por HCMV
Doador Receptor Doador Relacionado Doador Nao-Relacionado

Muito Baixo Muito Baixo
Negativo Negativo (Herman et al., 1982; (Herman et al., 1982,
Bowden et al., 1986) Bowden et al., 1986)

Moderado Moderado
Negativo Positivo (Meyers et al., 1986; (Meyers et al., 1986;
Goodrich ef al., 1994) Goodrich et al., 1994)

Alto Muito Alto
Positivo Negativo ((Meyers et al., 1986; (Meyers et al., 1986;
Goodrich et al., 1994) Goodrich et al., 1994)

A graduacdo clinica da doenga aguda do enxerto contra o hospedeiro ¢ baseada
no estadiamento clinico, levando-se em consideracdo, a percentagem da superficie corporal
que apresenta envolvimento cutaneo com confirmagao histologica, os niveis sangiiineos de
bilirrubinas e o volume didrio de diarréia (Pzepiorka et al, 1995). Baseado entdo neste
estadiamento clinico, a graduagdo desta reacdo pode ser dividida em graus que variam de

0 a IV. O grau zero significa auséncia de GVHD; o grau I (leve) compreende apenas
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envolvimento cutaneo, variando de 25% de comprometimento da superficie corpérea; no
grau II (moderado) a alteragdo da pele pode variar de 25% até a 50% eritrodermia
maculopapular generalizada, o nivel sérico de bilirrubinas entre 3 e 6 mg/dL e o volume
diarréico de 1.000 mL - 1.500 mL ao dia; o grau III (grave) compreende o envolvimento
cutaneo de eritrodermia generalizada, niveis séricos de bilirrubinas entre 3 a 15 mg/dL, e o
volume de diarréia de mais de 1500 mL ao dia; o grau IV representa uma situacdo de
extremo risco de vida, onde o comprometimento de eritrodermia generalizada com
descamagdo e formagdo de bolhas cutaneas, sendo que o nivel de bilirrubinas maior de
15 mg/dL, e o volume diario de diarréia acima de 1.000 mL, até o aparecimento de dor

abdominal e de ileo paralitico (Dulley, 1997).

A graduacdo deste tipo de reagdo apresenta interesse tanto para definir a
conduta terapéutica, como para avaliar as porcentagens de sobrevida e as incidéncias de
infeccoes. A Tabela 3 ilustra a graduacdo e o estadiamento clinico desta reacdo

(Thomas et al., 1975; Pzepiorka et al., 1995).

Tabela 3- Graduagdo do estadiamento clinico da GVHD aguda.

Graduacdo Clinica da GVHD aguda

Pele Figado Intestino
+ Eritema maculopapular Bilirrubina Diarréia
<25% SAC* 2-3mg/dl 500-1000ml/dia
++ Eritema maculopapular Bilirrubina Diarréia
25-50% SAC* 3-6mg/dl 1000-1500ml/dia
+++ Eritrodermia generalizada Bilirrubina Diarréia
6-15mg/dl >1500ml/dia
++++ Descamacg@o e bolhas Bilirrubina Dor abdominal ou ileo
>15mg/dl paralitico
*SAC Superficie de area corporea

Graduagdo da GVHD aguda

Estagio Dano Funcional
Graus Pele Figado Intestino
0 (nenhum) 0 0 0 0
I (leve) +a++ 0 0
II (moderado) +a+++ + + +
III (grave) ++a +++ ++a +++ ++a +++ ++
IV (risco de vida) ++a +++ ++a -+ ++a -+ +++
(Thomas et al, 1975)
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Tabela 4- Fatores de risco (primarios/secundarios) pos transplante para doenga por HCMV.

Fatores Fatores Secundarios
Primarios
D+/R- (Meyers, 1990) GVHD (Winston et al., 1990)
Infecgao Ativa (Meyers, 1990) Transplante de doador ndo- (Marks et al., 1993)
relacionado
Atraso na reconstitui¢do da (Lietal., 1994)

resposta da célulaT citotoxica

HCMV-especifica

1.11- Historico dos Transplantes de Medula Ossea no Hemocentro/Unicamp

No nosso controle historico, a utilizacdo do protocolo de profilaxia universal
usando ganciclovir endovenoso em baixas doses em receptores alogénicos de medula dssea
e de células progenitoras periféricas comecou a ser realizada em Setembro de 1993.
Quarenta e quatro pacientes receberam ganciclovir quando a contagem de neutréfilos
atingiu 1.000 mm’ e plaquetas 30.000 mm’. A dose utilizada foi de Smg/kg/dia, 3 dias por
semana, através de cateter central ou veia periférica até o dia +75. O status soroldgico nao
foi utilizado como critério de exclusdo ou inclusdo no estudo. Nao foram utilizadas técnicas
de monitoriza¢do de infecc¢do ativa pelo HCMV no periodo pds-transplante. Se a infeccao
ativa fosse suspeitada, o teste de PCR era realizado em amostras de sangue e/ou urina e/ou
lavado bronquico. A detecgdo do DNA do HCMYV por PCR ocorreu em 5 pacientes (11%).
Somente 2 pacientes, destes 5 (4,5%) tiveram diagnostico confirmado de doenga por
HCMV: 01 teve pneumonia intersticial e o outro colite. Ambos se recuperaram com a
instituicao de tratamento com ganciclovir em doses convencionais. Sete 0bitos ocorreram
(16%), porém, nenhuma morte foi atribuida ao HCMV ou a toxicidade pelo ganciclovir

(Azevedo et al., 1996).

A monitorizacdo laboratorial da infeccdo ativa pelo citomegalovirus nos
pacientes transplantados de medula 6ssea e células precursoras periféricas comegou a ser
realizada a partir do segundo semestre de 1996, sendo feita com PCR semanal e sorologia

mensais em 42 pacientes até 150 dias ap0s o transplante. A profilaxia foi realizada com um
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protocolo de ganciclovir em 5Smg/Kg/dia desde a pega do enxerto até 150 dias apds o
transplante. Os resultados preliminares deste protocolo foram apresentados na 2* Reunido
da Sociedade Européia de Hematologia (Br J Haematol 1996, 93 (supp.2), p.250). Durante
a monitorizagdo, entre os 42 pacientes, 18 apresentaram 2 ou mais PCR positivos (42,8%),
caracterizando infecgdo ativa pelo HCMV. Desses, 3 pacientes apresentaram doenga por
HCMV (7,14%). Foi confirmado diagndstico de doenga por HCMV no trato
gastrointestinal (TGI) em 3 desses pacientes. Destes, um o6bito por HCMV ocorreu (33,3%).

No Servigo de Transplante de Medula Ossea da UNICAMP/HEMOCENTRO,
foram utilizadas estratégias hibridas, porém, a profilaxia universal com ganciclovir ocorreu
em 5Smg/Kg/dia, com a intengdo de minimizar os efeitos colaterais da droga, tais como a

neutropenia.

Anteriormente a conclusdo do trabalho Bonon e col. (2004), ganciclovir
universal era administrado neste Servico, em todos os pacientes TCHP, exceto naqueles
com diagnostico de anemia aplastica ou com o padrdo sorologico IgG-HCMV doador e
receptor negativos (Br J Haematol 1996, 93 (supp.2), p.250). Com a implantacdo do
protocolo de diagnéstico e monitorizacdo da infec¢do ativa por HCMV nestes pacientes a
partir do trabalho de Bonon e col. (2004), o Servigo de Transplantes passou a utilizar a
terapia precoce (pre-emptive therapy) como estratégia de prevengdo da doenga por HCMV

apos o transplante (Bonon et al,. 2002; Bonon et al., 2003).

A infeccdo sintomatica por HCMV (doenca por HCMV) ¢, sem duvida, uma
importante causa de morbidade e mortalidade em pacientes transplantados. O HCMV ¢
considerado o mais importante entre os betaherpesvirus, mas a associagdo entre as
infecgdes ativas pelos virus HHV-7, HHV-6 e HCMV tem sido observada em receptores de

medula 6ssea, transplante renal e hepatico (Thira et al., 2001).

A possibilidade de se fazer diagndstico precoce é o melhor indicativo para um

tratamento também precoce mais eficiente (Maya & Azulay, 2001).
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2.1- Os objetivos do presente trabalho

1- Monitorizar, prospectivamente pacientes submentidos a TCPH em relagdo a

infeccdo ativa causada pelos B-herpesvirus (HCMV, HHV-6, HHV-7)

utilizando as técnicas de nested PCR para esses virus;

2- Avaliar o impacto clinico destas viroses nos pacientes transplantados
estudados.
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3.1- Casuistica

O presente estudo foi aprovado e acompanhado pelo Comité de Etica da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas, Campinas,

Sao Paulo, Brasil.

Foram estudados prospectivamente, 43 pacientes submetidos a transplantes
alogénicos de medula 6ssea (MO) e/ou de célula precursora periférica (CPP),
acompanhados no Servico de Transplante de Medula Ossea (STMO) do Hospital das
Clinicas da UNICAMP/HEMOCENTRO.

A monitoriza¢do teve inicio no dia zero do transplante e foi realizada até 150

dias apds este (ou até o 6bito), semanalmente.

Foram coletadas amostras de sangue em tubos contendo como anticoagulante
EDTA e amostras de soro em tubo estéril seco, de todos os pacientes submetidos ao

transplante durante o periodo de estudo.

Os pacientes incluidos no presente estudo foram submetidos a transplantes

alogénicos de medula 6ssea (MO) e/ou células precursoras periféricas (CPP).

Além disso, houve a disponibilidade da coleta semanal de amostras de sangue e

de soro de todos os pacientes receptores, no dia do transplante e no pds-transplante.

Todas as amostras usadas estavam em condicdes adequadas para a realizacdo
dos testes laboratoriais necessarios ao presente estudo: nested PCR para detec¢ao dos virus

HCMV, HHV-6 e HHV-7.

A andlise estatistica foi realizada através de estatistica descritiva e pela
comparacdo das varidveis categoricas usando o Teste Exato de Fisher. Valor de p <0,05 foi

considerado, estatisticamente, significativo.

3.1.1- Caracteristicas dos doadores

Foram avaliados 43 doadores (referentes aos receptores incluidos no estudo),
irmaos, HLA idénticos, sendo que 23 foram doadores do sexo masculino (53,5%) e 20
foram doadores do sexo feminino (46,5%). A soropositividade, ELISA IgG para o HCMV

entre os doadores foi de 100%.

Casuistica e Métodos

101



3.1.2- Caracteristicas dos receptores

Participaram do protocolo de monitorizacdo 43 receptores alogénicos de
medula éssea e/ou de células progenitoras periféricas, sendo que 23 foram receptores do
sexo masculino e 20 do sexo feminino. A idade mediana dos receptores foi de 38 (variacao

22 - 63 anos) (Tabela 5).

Tabela 5- Caracteristicas gerais dos pacientes estudados, incluindo idade, sexo, sorologia,

doenca de base que motivou o transplante e tipo de enxerto.

Caracteristicas N=43
Idade Mediana 38 (22-63)
Sexo (Masculino/Feminino) 23/20
Sorologia p/ CMV
D+/R+ 39(90,7%)
D+/R- 4(9,3%)

Doengas de Base:

Leucemia Mieldide Cronica (LMC) 18(41,9%)
Leucemia Mieldide Aguda (LMA) 8(18,6%)
Mieloma Miiltiplo (MM) 6(14,0%)
Leucemia Linféide Aguda (LLA) 3(6,9%)
Linfoma Nao Hodgkin (LNH) 2(4,65%)
Anemia Apléstica Grave (AA) 3(6,9%)
Sarcoma Granulocitico (SG) 1(2,3%)
Linfoma de Hodgkin (LH) 1(2,3%)
Hemoglobindria Paroxistica Noturna (HPN) 1(2,3%)

Tipo de Enxerto:

Células Periféricas Primordiais (CPP) 26(60,5)
Medula Ossea (MO) 17(39.5)

D+/R+ : doador positivo/receptor positivo

D+/R- : doador positivo/receptor negativo
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3.1.3- Protocolo de acompanhamento para a realizac¢do das coletas

O protocolo de acompanhamento para a realizagdo das coletas de sangue

periférico foi o seguinte (Tabela 6):

¢ No dia do transplante: foram coletadas amostras de sangue total e de soro do

receptor;

¢ Coletas semanais subseqiientes foram realizadas no receptor a partir do dia
+7 até o dia +150 apds o transplante sempre que possivel ou até o 6bito ou a

perda do enxerto, ocorridos apds o primeiro més de seguimento regular;

¢ As amostras foram coletadas durante o periodo de interna¢do na Enfermaria
de Transplante de Medula Ossea do HC/UNICAMP e durante os retornos
dos pacientes ao Ambulatério de Transfusio e Quimioterapia do

HEMOCENTRO/UNICAMP, pela equipe de enfermagem especializada;

*¢ As amostras de sangue e de soro foram enviadas apds a coleta ao
Laboratério de Diagnéstico de Doencas Infecciosas por Técnicas de
Biologia Molecular/FCM/UNICAMP, onde foi realizada a nested PCR para
deteccao do HCMV, HHV-6 e HHV-7.

Tabela 6- Esquema de coletas das amostras de sangue e soro dos pacientes incluidos no

estudo.

POS - TRANSPLANTE
(até dia + 150 - receptor)

¢+ PCR semanal (sangue periférico) para detec¢io do HCMV e HHV-6
% PCR semanal (soro) para deteccdo do HHV-6 e HHV-7
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3.1.4- Grupo Controle para o estudo molecular do HHV-6 em sangue periférico e soro

Foram estudados 33 individuos clinicamente sadios, com uma mediana de 27
anos, para realizacdo da “N-PCR” para o HHV-6 e comparacdo com os resultados dos

transplantados estudados.

A padronizacao procedeu-se apds a extracdo de DNA de sangue periférico e em
seguida a realizacdo da amplificacdo gé€nica (PCR e Nested-PCR). A reacdo seguiu o
método descrito por Secchiero e col (1995), com algumas modificacdes padronizadas neste

estudo.

Dos 30 voluntdrios, coletou-se 1 amostra de sangue e 4 ml foram colocados em
tubo seco e 4 ml em tubo com EDTA para realizacao da Nested-PCR em DNA extraido a
partir do soro e dos leucdcitos, respectivamente. Todos os pacientes clinicamente
estudados sadios foram negativo para N-PCR no soro, obtendo apenas positividade para o

controle da detec¢do do HHV-6 positivo.

3.1.5- Grupo Controle para o estudo molecular do HHV-7 em sangue periférico e soro

O grupo controle foi composto por 53 voluntérios, 30 do sexo feminino e 23 do
sexo masculino, com idade mediana de 22 anos (intervalo: 18-42), clinicamente sadios, que
foram devidamente esclarecidos e que assinaram o Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido.

Dos 53 voluntdrios, coletou-se 1 amostra de sangue e 4 ml foram colocados em
tubo seco e 4 ml em tubo com EDTA para realizacdao da Nested-PCR em DNA extraido a
partir do soro e dos leucdcitos, respectivamente. De 8 voluntarios foi coletadas amostras de
saliva para Nested-PCR e isolamento do virus HHV-7 (controle positivo). O produto da
Nested-PCR foi submetido ao sequenciamento de bases para comprovacao da identidade da

banda com o genoma viral do HHV-7.
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3.1.6- Pacientes transplantados

Participaram do protocolo de monitorizacdo 43 receptores alogénicos de
medula éssea e/ou de células progenitoras periféricas, sendo que 23 foram receptores do
sexo masculino e 20 do sexo feminino. A idade mediana dos receptores foi de 38 anos

(variacdo 22 - 63 anos). Os pacientes ndo fizeram profilaxia universal para HCMV.

O protocolo foi seguido de acordo com os requerimentos para pesquisas
envolvendo seres humanos no Brasil e, foi aprovado pelo Comité de Etica Institucional da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas. O Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido foi assinado pelo paciente ou por seu responsavel apés

todas as davidas terem sido esclarecidas e, somente entdo, foram incluidos neste estudo.

Sangue periférico foi obtido dos pacientes no dia do transplante € em média
semanalmente até o final do estudo (150 dias). Leucdcitos de sangue periférico foram
separados para Nested-PCR para HHV-6 e HCMV conforme metodologia ja padronizada
no laboratério. Amostras de soro foram separadas para a realizacdo da Nested-PCR para o
HHV-6 ¢ HHV-7. A evolugdo clinica dos pacientes € a informacdo sobre “status
sorolégico” dos doadores e receptores foram baseadas nos dados coletados a partir dos
prontudrios médicos dos pacientes e de dados obtidos junto a equipe médica da Unidade de

Transplante de Medula Ossea.

3.1.7- Critério utilizado para definicdo de infeccdo ativa por HCMV, HHV-6 e
HHV-7

e Infeccdo ativa pelo virus HCMV foi considerada quando ocorreu reagdo
positiva por Nested-PCR em duas ou mais amostras de DNA consecutivas
extraidas de granuldcitos de sangue periférico, critério de consenso
internacional (Ljungman, 2002) e Einsele et al., 1995). Este critério visa

desconsiderar viremias transitorias, clinicamente, insignificantes.
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e Infeccdo ativa para o HHV-6 foi definida baseada na positividade da Nested-
PCR em DNA extraido de leucdcitos totais em duas ou mais amostras
consecutivas. Nao hd até o momento consenso internacional para essa

deteccao;

e InfeccOes ativas para o HHV-7 e HHV-6 no soro foram definidas quando
pelo menos uma amostra de soro resultou positiva pela Nested-PCR

(Feldstein et al., 2003; Ihira et al., 2001).

e Co-infecciao foi definida quando dois ou mais virus foram detectados na

mesma amostra.

e Infeccdo priméria e infeccdo recorrente/reinfeccdo ou reativacdo foram
avaliadas apenas para 0o HCMV devido ao fato de sorologia para HHV-6 e

HHV-7 ndo terem sido realizadas.

3.1.8- Critérios para caracterizar doenga por HCMV

Para caracterizacdo de doenca por HCMV, além das evidéncias laboratoriais de
infeccdo ativa fez-se necessdria a presenca de manifestacdes clinicas compativeis com

aquelas sabidamente causadas pelo HCMV (Ljugman, Griffiths & Paya, 2002), a saber:

e Pneumonite: com sintomatologia respiratéria e achados radioldgicos,
combinado com a detec¢io do HCMV, em lavado bronquico-alveolar ou

tecido de pulmao obtido por bidpsia;

e Doenga gastrointestinal: com sintomatologia compativel com colite, gastrite
ou esofagite, associado com histologia ou imuno-histoquimica positiva para

HCMYV de bidpsias de lesdes macroscdpicas do trato gastrintestinal;

e Hepatite ou colangite: o virus deve ser demonstrado em bidpsias hepdticas,
em combina¢do com aumento de pelo menos duas vezes o valor maximo
normal de alanina-amino-transferase (ALT) e achados histopatoldgicos

consistentes com hepatite ou colangite;
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e Doencgas Neuroldgicas: sintomatologia compativel com quadro de encefalite,
mielite ou doenca difusa do sistema nervoso central, juntamente com
deteccio do HCMV em liquido cefalorraquidiano, por cultura, deteccdo do

antigeno ou PCR;

e Retinite: devem ser observadas lesdes oftalmicas tipicas, com ou sem provas

virolégicas, por oftalmologista experiente;

3.1.9- Critérios utilizados para caracterizar provavel doenca por HHV-6 e HHV-7

Para caracterizacdo de provavel doenca por HHV-6 e HHV-7, além das
evidéncias de infeccdo ativa citadas anteriormente, € necessdria a presenca de
manifestagdes clinicas que podem ser divididas em “diretas” e “indiretas”. As primeiras
incluem febre, exantema cutianeo, pneumonia intersticial, hepatite, encefalite e citopenias
por supressao medular (Boutolleau et al., 2003; Singh et al., 1996). As mais importantes
manifestagdes clinicas desses virus sdo os denominados “efeitos indiretos”. Estes podem
resultar de uma ativacdo de fendmenos imunoldgicos que podem causar disfungdo e
rejeicdo do enxerto e infeccdes oportunistas (Griffiths et al., 2001; Ljungman, 2002)

(Tabela 7).
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Tabela 7- Manifestacdes Clinicas possivelmente associadas a infec¢cdo por HHV-6 e

HHV-7 em receptores de transplante. Efeitos diretos e efeitos indiretos.

Efeitos Manifestacoes clinicas

Diretos Febre
Exantema subito
Mielossupressdo
Hepatite
Encefalite
Pneumonite

Sindrome viral

Indiretos Doenca Invasiva por HCMV
Interacdo e coinfeccdo com outros virus
Aumento de infec¢des oportunistas

Disfunc¢do e Rejeicao de enxerto

(Griffiths et al., 2001; Ljungman, 2002)

3.2- Métodos
3.2.1- Extracdo de DNA de sangue total

Foram coletados de 5 a 10 mL de sangue em tubo contendo como
anticoagulante EDTA. Este material foi transferido para tubos de plastico de 15 mL
(tipo Falcon). Os leucdcitos foram, entdo separados por sedimentacdo com dextran a 5%
diluido em PBS, pH 7.4 (sangue/dextran na proporcdo 4:1), homogeneizando-se
gentilmente as amostras por inversao e colocando-as em estante inclinada para tubos em
angulo de 45 graus por 30 minutos, sendo mantidas em estufa a temperatura de 37° C. Apds
esse periodo, usando Pipeta tipo Pasteur, o sobrenadante rico em leucdcitos
polimorfonucleares foi transferido para outro tubo de plastico de 15 mL e centrifugado
10 minutos a 1200 rpm. A seguir, o sobrenadante foi desprezado e o sedimento celular foi
agitado em vortex vigorosamente. Para remocdo das células vermelhas persistentes, o
sedimento celular foi suspenso em 10 mL de solugdo de cloreto de amonio gelado, pH 7.4,

N

homogeneizado e mantido a temperatura de 4° C por 10 minutos, sendo realizada a
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centrifugacdo a 1200 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi desprezado novamente e o
sedimento celular lavado com PBS e centrifugado 10 minutos a 1200 rpm, sendo esse
procedimento realizado por duas ou trés vezes. O sedimento celular foi entdo ressuspenso

em volume de 200 mL a 1000 mL de PBS.

3.2.2- Lise de Leucodcitos

O precipitado de leucécitos foi centrifugado e o pellet lisado em solugdo de
TKMI (Tris - HCI 10 mM (pH 7.6); KCl 10 mM; MgCl, 10 mM e EDTA 20 mM),
centrifugado por 10 minutos a 2.500 rpm, por duas vezes consecutivas, quando foram
adicionadas 3 gotas de Nonidet P-40 na primeira lavagem. O sobrenadante foi, apds isso
descartado e ao precipitado foi adicionada uma solu¢do de TKM2, 8 mL de solugdo
contendo Tris - HC1 10 mM (pH 7.6); NaCl 0,4 M; MgCl, 10 mM; KCI1 10 mM; EDTA 2
mM e 0,025 mM de duodecil sulfato de sodio (SDS) 20%. Em seguida, o material foi
incubado por 40 minutos a uma temperatura de 56° C e, apds a incubacgdo foi adicionado
um volume de 0,3 mL de NaCl 5 M, sobrenadante e transferindo o precipitado para outro

tubo.

Depois da transferéncia da fase aquosa para outro tubo, foi realizada a
precipitacdo do 4cido nucléico pela adi¢do de acetato de sédio 3 M pH 5.3 (10 % do

volume) e etanol absoluto gelado (3 vezes o volume).

O DNA foi solubilizado em 4gua destilada, deionizada e estéril e deixado em

banho-maria a 37°C por 8 horas.

3.2.3- Extracdo de DNA de soro

O material bioldgico (soro, saliva ou cultura) foi incubado em tubos tipo
Eppendorf por 2 horas a 56 °C com Proteinase K-Tampao (composto por Tampao Tris HCI
pH 8,3 10 mM, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, DODECIL sulfato de sédio (SDS)10%,

Proteinase K 10 mg/ mL) na seguinte propor¢ao:
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- Material Biol6gico 200 ul

- Proteinase K —Tampao 100 pl

Adicionaram-se 200 ul de uma solucio de fenol-cloroférmio (na proporcao de
1:1), homogeneizando-se a mistura por 15 segundos em agitador mecanico e

centrifugando-se a 15.000 rpm por 10 minutos em centrifuga refrigerada a 10°C.

Removeu-se o sobrenadante para outro tubo, sendo este processo realizado por

mais duas vezes.

Ao sobrenadante, adicionaram-se 25 pl de Acetato de Soédio 3M gelado e
900 mL de etanol absoluto. Agitou-se bem e incubou-se em banho de gelo por 10 minutos.
Centrifugou-se a 15.000 rpm por 10 minutos, descartndo-se o sobrenadante e sendo o
precipitado seco com os tubos invertidos e protegidos da exposi¢cdo a contaminantes por 8
horas. O precipitado foi ressuspenso em 25 ul de Tampao Tris-EDTA-Borato. O DNA,

assim obtido, foi mantido congelado até o momento da anélise (Sechiero et al, 1995).

3.3- Reacio em cadeia da polimerase utilizando primers para detecciao do gene da

betaglobina humana para controle interno da reaciao

A amplificacdo de um fragmento do gene da Beta-Globina (3-Globina) humana
foi utilizada a fim de verificar a qualidade do DNA em todas as amostras testadas. O
produto obtido, de 110 pares de bases indicou principalmente a presengca de DNA nas
amostras e a qualidade do DNA extraido, mostrando que nao hé substancias inibidoras da
reacao e, garantindo assim, um controle interno de qualidade do experimento, indispensavel

a seguranca dos resultados obtidos.

A reacdo em cadeia da polimerase para deteccio do gene da beta globina

humana seguiu o método descrito por Saiki e col. (1988).
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Foram realizados 40 ciclos de amplificacdo para cada amostra em termociclador
(“DNA Thermal Cycler” Perkin Elmer/Cetus, Norwalk, Conn, EUA), obedecendo-se as
seguintes temperaturas e seus respectivos tempos: desnaturagdo inicial a 94° C por 5
minutos, desnaturacio a 94° C por 30 segundos, anelamento a 55° C por 1 minuto, extensao

a 72° C por 2 minutos e, para finalizar, extensao final a 72° C por 8 minutos.

Foram utilizados os primers PCO3 e PCO4, obtendo-se um produto final de

amplificacao de 110 pares de bases.

Tabela 8- Demonstra-se em seguida a seqii€éncia de primers utilizados, que flanqueiam uma

regido conservada do gene da betaglobina humana.

Primer Seqiiéncia (5" = 3°) Sentido
PCO3 ACA CAA CTG TGT TCA CTA GC Sense
PCO4 CAA CTT CAT CCA CGT TTC ACC Antisense

3.4- Deteccao do DNA do citomegalovirus humano (HCMYV) pela reacio em cadeia da

polimerase

A Reacdo em Cadeia da Polimerase seguiu o método descrito por Saiki e col.
(1988), com algumas modifica¢des. Cada reacdo de amplificacdo utilizou de 0,5 a 1 pg do
DNA (obtido pelo método de extracdo de DNA anteriormente descrito) em volume total de
20 mL, contendo 50 mM de cloreto de potéssio, 10 mM de Tris (pH 8.4), 2,5 mM de
cloreto de magnésio, 0,1 mM de cada “primer”, 200 mM da mistura desoxirribunucleotideo

(dATP, dCTP, dGTP e dTTP) e 2 unidades de Taqg DNA polimerase.

Foram complementados 30 ciclos de amplificacdo para cada amostra e cada
ciclo foi constituido de 3 etapas: a) separacdo das hélices de DNA por aquecimento a 94°C
durante 1 minuto; b) ligacdo complementar entre os “primers” € o DNA em temperatura de
55°C por 1 minuto (anelamento) e c) sintese do DNA pela Taq polimerase, em temperatura

de 72°C por 1 minuto (extensao).
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Os ciclos foram realizados automaticamente em equipamento apropriado
(“DNA Thermal Cycler” - Perkin Elmer Cetus, Norwalk, Conn, EUA), sendo as amostras
aquecidas inicialmente a 94°C por 7 minutos, para inativacdo de qualquer atividade de
proteases que pudesse interferir com a reacdo enzimadtica . Apds o ultimo ciclo, o periodo

de extensao final 72°C foi de 7 minutos.

Foram usados dois pares de iniciadores que flanqueiam uma regido conservada

nas diversas cepas de virus HCMV, ndo amplificando o DNA de outros herpesvirus.

Tabela 9- Demonstra-se em seguida a seqiiéncia dos primers externos e internos que

flanqueiam uma regido conservada do genoma do HCMYV, utilizados na PCR e

na nested PCR.
Primers Seqiiéncia (5> - 3’) Localizacio do produto
externos * amplificado no genoma §
MIE 4 CCA AGC GGC CTC TGA TAA CCA AGCC 731-755
MIE 5 CAG CACCAT CCTCCT CTT CCTCTG G 1165-1141

*MIE = Principal antigeno imediatamente precoce - Human cytomegalovirus (Towne) major immediate-early
antigen (MIE) gene, exon 4. (GeneBank HSSMIE4).
§ Expresso como nimero de nucleotideos. Os nucleotideos sdo numerados seqiiencialmente dentro de cada

gene.

O par de primers denominados “primers MIE” amplificam uma seqiiéncia de
435 pares de bases do DNA do HCMV que codifica uma por¢do do antigeno “major
immediate-early” (MIE) do HCMV (cepa Towne). A por¢cdo do gene MIE que ¢é

amplificada esta contida no exon 4 deste gene ( Demmler ef al., 1988).

Utilizando-se do mesmo método descrito acima, uma aliquota do DNA
amplificado na primeira reacdo foi reamplificado utilizando um par de “primers” interno

(Tabela 9).
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Tabela 9- Seqii€éncia de primers internos que flanqueiam uma regido conservada do

genoma do HCMV utilizados na nested PCR.

Primers Seqiiéncia (5> = 3’) Localizacio do produto
internos * amplificado no genoma §
IE 1 CCA CCC GTG GTG CCA GCT CC 926-945
IE 2 CCC GCT CCT CCT GAG CACCC 1087-1067

* IE = antigeno imediatamente precoce - Human cytomegalovirus (Towne) immediate-early antigen (IE)
gene, exon 4. (GeneBank HSSMIE4).
§ Expresso como nimero de nucleotideos. Os nucleotideos sdo numerados seqiiencialmente dentro de cada

gene.

O par de primers denominados “primers IE” amplificam uma seqiiéncia de 159
pares de bases do DNA do HCMV que codifica uma porcao do antigeno “immediate-early”
(IE) do HCMV (cepa Towne). A por¢ao do gene IE que é amplificada esta contida no exon
4 deste gene (Stemberg et al.,1984).

Utilizando-se uma aliquota do DNA amplificado na primeira reagdo, o
fragmento foi reamplificado com o uso de um par de “primers” interno, nas mesmas

condig¢des da primeira reacdo de amplificagdo (PCR).

Apés essas 2 reacdes, 5 mL do produto da PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio, para visualizacdo do
fragmento sob luz ultravioleta. Nas amostras positivas foi observado um fragmento de
DNA de 159 pb ao passo que, nas amostras negativas, ndo foi observado nenhum

fragmento.

Em todos os experimentos realizados houve o uso de um controle positivo da

reacdo, a cepa AD-169 do HCMV, e um controle negativo, a dgua.
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3.5- Deteccao do DNA do Herpesvirus Humano 6 (HHV-6) pela reacao em cadeia da
polimerase (PCR)

A Reacgdo em Cadeia da Polimerase para o HHV-6 foi realizada. Este consiste
de um par de primers externos, EX1 e EX2 e um par de primers interno, IN3 e IN4. Os
primers EX1 e EX2 definem uma seqiiéncia alvo de 520 pares de base, enquanto que 0s

partes IN1 e IN2 amplificam um fragmento de 258 pares de base.

Tabela 10- Seqiiéncia dos primers externos e internos que flanqueiam uma regido

conservada do genoma do HHV-6, utilizados na PCR e na nested PCR.

Primers externos * Seqiiéncia (5> 3°)
EX1 GCGTTTTCAGTGTGTAGTTCGGCAG
EX2 TGGCCGCATTCGTACAGATACGGAGG
Primers internos * Seqiiéncia (5° 3°)
IN3 GCTAGAACGTATTTGCTGCAGAACG
IN4 ATCCGAAACAACTGTCTGACTGGCA

3.6- Deteccao do DNA do Herpesvirus Humano 7 (HHV-7) pela Reacdo em Cadeia da

Polimerase

As condig¢des da reagcdo seguiram a metodologia cldssica da Reacdo em Cadeia
de Polimerase. A Nested-PCR seguiu o método descrito por POZO e col. (1999). Algumas
modificagdes na técnica foram realizadas. O DNA extraido do soro foi processado na
quantidade de 5 microlitros com 10 mM Tris-HCI ( pH 8,3), 50 mM KCl, 4 mM MgCl2,
200 uM de cada desoxirribonucleotideo ( dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 10 pmol de cada
primer (sense e antisense), ¢ 1,25 U de Taq DNA Polimerase num total de 50 microlitros
usando dgua deionizada estéril g.s.p. A PCR foi realizada em Termociclador — MJ Research

— MA, com uma desnaturacdo inicial de 94°C por 2 minutos seguido de 30 ciclos de
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30 segundos a 94°C, 1 minuto a 53°C e 30 segundos a 72°C e, extensao final de de 72°C por

5 minutos.

Uma segunda PCR foi realizado usando 1 microlitro do produto do primeiro
PCR e 49 microlitros de uma mistura consistindo de 60 mM Tris-HCI1 (pH 8.5), 2 mM
MgCl2, 200 uM de cada desoxirribonucleotideo ( dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 10 pmol de
cada primer (sense e antisense) , € 1,25 U de Tag DNA Polimerase . As condi¢des da
reacdo foram as mesmas da PCR anterior, com exce¢do da temperatura de anelamento que
serd de 47°C. Foeam aplicados 10 microlitros do segundo PCR em gel de Agarose a 2% em
tampao TEB (TRIS-EDTA-BORATO) 1 x contendo 0.5 ug/mL de Brometo de Etidio e
submetido a eletroforese em imersdo e posterior visualizagcdo em lampada ultravioleta para
a comprovagdo de bandas de DNA de 122 pb usando DNA Ladder 100pb Gibco BRL como

padrdo de peso molecular.

Tabela 11- Seqiiéncia dos primers externos e internos que flanqueiam uma regido

conservada do genoma do HHV-7, utilizados na PCR e na nested PCR.

Primers externos * Seqiiéncia (5> 3°)
HHV-71+ GCGTTTTCAGTGTGTAGTTCGGCAG
HHV-7 1- TGGCCGCATTCGTACAGATACGGAGG
Primers internos * Seqiiéncia (5> 3°)
HHV-7 2+ GCTAGAACGTATTTGCTGCAGAACG
HHV-7 2- ATCCGAAACAACTGTCTGACTGGCA
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3.7- Padronizacao da Nested-PCR para deteccio do HHV-6

Para a 1* reacdo de PCR utilizou-se 3,0 ul de DNA a ser estudado em um
volume total de 25 ul por reacdo. Foram adicionados 50 mM de cloreto de potasio, 10 mM
de Tris-HCL (pH=8,4); 4,0 mM de cloreto de magnésio; 2,0 pmol de cada primer EX1 e
EX2, que flanqueiam 520pb; 0,4 mM de cada desoxirribonucleotideo (dATP, dCTP, dTTP,
dGTP); 1U de Taqg DNA polimerase e dgua esterilizada suficiente para se completar o

volume final de reacao de 25 pl.

Quarenta e cinco ciclos foram realizados automaticamente em Termociclador
MI. Os ciclos foram procedidos por um periodo de desnaturagdo inicial a 94°C durante

10 minutos e ao final, 10 minutos a 72°C para extensao final.

Os ciclos de amplificacdo empregados para cada amostra compreenderam:

e Desnaturagao: 94°C — 1 minuto
e Anelamento: 54°C — 1 minuto
e Extensio: 72°C — 1 minuto

Para a “Nested PCR” as condi¢des foram as mesmas utilizadas na 1*°PCR, sendo
que para 2°reacdo, uma aliquota de 2,5 pl foi reamplificada com um par de primers

(IN3 e IN4), que flanqueiam 258pb, um fragmento interno ao amplificado na 1? reacao.

Quarenta e cinco ciclos foram realizados automaticamente em Termociclador
MlJ. Os ciclos foram procedidos por um periodo de desnaturagdo inicial a 96°C durante

10 minutos e ao final, 10 minutos a 72°C para extensao final.

e Desnaturacdo: 96°C — 30 segundos
e Anelamento: 56°C — 40 segundos
e Extensdo: 72°C — 30 segundos
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A “Nested PCR” foi aplicada para detec¢do de seqiiéncias de DNA do HHV-6

em amostras de sangue periférico e soro de pacientes transplantados de medula 6ssea.

258pb

Figura 8- Eletroforese em gel agarose 2% corado com brometo de etideo, demonstrando a
amplificacdo de um fragmento de 258pb do DNA do HHV-6 com os primers
IN-3 e IN-4 (produto da “N-PCR”) em pacientes transplantados de medula

Ossea.

M (Marcador de peso molecular); C+ (controle positivo); cepa do HHV-6 gentilmente cedida pelo
Departamento de Virologia da USP — Sao Paulo; C- (controle negativo); P1,P2,P3,P4 (pacientes positivos
para HHV-6).

3.8- Padronizacao da Nested-PCR para deteccio do HHV-7

Dos 8 frascos de cultivo celular que foram inoculados com saliva obtida de
doadores sadios para a obtencdo de controle positivo, 7 (87,5%) apresentaram efeito
citopatico de pleomorfismo, aumento de tamanho celular e formacao de sincicio sugestivos
de HHV-7. A Figura 9 exibe os efeitos citopdticos nas culturas celulares inoculadas com
amostras de saliva. Cerca de 10 a 15% das células cultivadas exibiram os efeitos citopéaticos

anteriormente descritos.
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Todas as culturas, tanto as positivas como as negativas, foram submetidas a
imunocitoquimica e somente as culturas que exibiram efeito citopdtico foram positivas para

antigenos do HHV-7.

A Figura 9 exibe fotomicrografias 6ticas de reacdes positivas e negativas por
imunocitoquimica para antigenos do HHV-7 de células de cultura infectadas e, ndo

infectadas por este virus, respectivamente.

Todas as amostras de DNA extraidas de cultivo celular e diretamente das
amostras de saliva foram submetidas a Nested-PCR para HHV-7 resultando em bandas de
122 pares de bases (Figura 11). Todas as 7 amostras de saliva que apresentaram efeito
citopdtico a cultura resultaram positivas pela Nested-PCR para DNA extraido a partir da

cultura celular e, também, para DNA extraido diretamente da saliva.

Figura 9- Fotomicrografias épticas de cultivo celular ap6s procedimento para isolamento
do HHV-7 exibindo efeito citopatico em isolamentos positivos e sem alteracoes
morfolégicas em isolamentos negativos. Em (a) e (b) — aumento do tamanho
celular, em (c) — formacdo de sincicio e, em (d) — células cultivadas sem

alteragcdes morfoldgicas (400x).
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Figura 10- Fotomicrografias 6ticas de laminas preparadas a partir de cultivos celulares
infectados por HHV-7 ap6s reacdo de imunocitoquimica. Em (a) e (b) - células
exibindo reacdo positiva e negativa com coloragdo marrom e transparente,

respectivamente (aumento de 100X). Em (c) e (d) — mesmas preparacdes sob
aumento de 1.000X.

Figura 11- Gel de agarose visto a luz ultravioleta exibindo fragmentos de amplificacio
obtidos por Nested-PCR para HHV-7. A figura 9 mostra nas colunas:

1 — Padrdao de peso molecular (Ladder), 2,3,4 e 5 amostras positivas para

HHV-7 (122 pb) e, em 6,7,8 amostras negativas para HHV-7.
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DEFINITION Human herpesvirus-7 (HHV7) JI, complete virion genome.
ACCESSION U43400

Figura 12- Representacdo grafica do sequenciamento dos fragmentos obtidos pela
amplificacdo por Nested-PCR do genoma do HHV-7 isolado em cultura de

uma das amostras de saliva positiva para HHV-7.

@ Individuos
Positivos

B |ndividuos
Negativos

71,7%

Grifico 1- Percentual de individuos que apresentaram resultados positivos para HHV-7 por

Nested-PCR no grupo controle (leucécitos de sangue periférico).

Nenhum individuo apresentou do grupo controle apresentou resultado positivo

de N-PCR no soro.
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3.9- Pacientes Transplantados

Treze pacientes transplantados dos 43 monitorizados foram a Obito
pOs-transplante, sendo que somente um deles foi a 6bito por doenga disseminada pelo

HCMYV (paciente 6).

Trinta e nove receptores e todos os doadores eram soropositivos para HCMV e

4 receptores eram soronegativos com doador soropositivo.

3.10- Normas de biosseguranca utilizadas para evitar a contaminacio nas amostras

Durante todos os procedimentos e técnicas utilizados para o desenvolvimento
da presente pesquisa foram tomados diversos cuidados a fim de evitar qualquer tipo de
contaminacdo das amostras e mesmo dos pesquisadores do laboratério. Abaixo

encontram-se relacionados os principais cuidados:

a-) manipulacio em locais diferentes para extragdo do DNA; preparo das

amostras e amplificacao;

b-) reagentes e materiais preparados e utilizados em ambientes diferentes

daquele destinado a amplificacdo da seqii€éncia alvo;

c-) uso de bancadas com fluxo laminar e ultra-violeta para manipulacdo das

amostras a serem amplificadas;

d-) antes da abertura dos tubos tipo “eppendorf” contendo as amostras, estes
foram passados no vortex e centrifugados a fim de se evitar a dispersao por

aerossois;

e-) todos os materiais plasticos utilizados no preparo das amostras para
amplificacdo, incluindo as ponteiras e os tubos “eppendorf”, eram novos e

estéreis;
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f-) trocas constantes de luva durante todo o processo de manipulagao;

g-) uso de hipoclorito a 10% e etanol a 70% nos periodos anteriores e

posteriores ao uso das bancadas;
h-) uso de ponteiras com filtro;
i-) uso de jogos de pipetas diferentes para cada local;
J-) uso de luvas, méscara, avental, 6culos e capacete de protecao.

k-) pratica laboratorial meticulosa.
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4- RESULTADOS
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4.1- Total de exames realizados durante a monitorizacao

Foram realizados neste estudo, 2.055 exames, incluindo os exames de N-PCR
para HCMV (685), HHV-6 (soro) (685) e HHV-7(soro) (685) nos 43 pacientes

monitorizados (Tabela 12).

Tabela 12- Total de exames realizados nos pacientes monitorizados.

NUMEROS DE POSITIVOS NEGATIVOS
AMOSTRAS

N-PCR/HCMV 171/685(25%) 514/685 (75%)

N-PCR/HHV-6 (soro) 7/685 (1%) 678/685 (99%)

N-PCR/HHV-7 (soro) 10/685 (1,5%) 675/685 (98,5%)

Total 2.055 188/2.055 (9,1%) 1.867/2.055 (90,9%)
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Tabela 13- Resultados da N-PCR para HCMV, HHV-6 e HHV-7 em pacientes que nao

apresentaram doenc¢a por HCMV.

N-PCR
Paciente N° HCMV HHV-6 (soro) HHYV-7 (soro)
1 43,57,71,155 - -
2 106 - -
3 68 - -
47 (84)e 51,58,65,72 - 8,29,44,65
7e 35 - -
97 (23) - - 0
10 0,14,26,33, - -
40,47
117 (105) « 46,62,67 - -
12 21,24,33 - -
137 (138) » - - -
14 36,52,57 - -
157 (26) 0,7,16,21 - -
167 (79) 55,64,69 - -
17¢ 30,60 - -
19e 40,49,54,63 - 54,140
20 - - -
23 - - -
247 (176) 14,42,49,54 - -
26 - - -
27 23,32,40,46 - 0
2871 (76) * 42,49,58 - 49
29e 26,28,35,42, - -
49,57
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Tabela 13 (Continuacio)

N-PCR
Paciente N° HCMV HHV-6 (soro) HHV-7 (soro)
30 54,61,68,75,84 - -
31 33,56 - -
327 (60) « 7.14,21,42, 0,7.14 -
56
34 21,30,42,49, 56 - -
35 49,56,63,68,82 - -
36 - - 43
37 28,84,93,100, - -
105,114,135
38 19,37,59 - -
39 33,40,49,55, - -
61,68
40 « 33,42,48,54,63, - -
77,84,91,98,
133
41« 40,49,54,61,68 - -
42« 23,28,35,42,51, - -
93,128,133,
140,147,156,
160
43 - - -

Numeros indicam dia do evento (dias pds-transplante) e os em vermelho sublinhados indicam co-infecgdo.
T Obito;

* Tratados com ganciclovir;
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Tabela 14- Resultados da Nested-PCR para HCMV, HHV-6 e HHV-7 em pacientes que
apresentaram doen¢a por HCMV.

N-PCR
Paciente N° HCMV HHV-6 HHV-7 (soro)  Tipo de doenca por HCMV
(soro)
51 (167) 47,54,6168,138. - - TGI
(144)e
6 t#(157) 63,79,86,93, - - TGI
98,104,109, (119)e
119,128,135,
142.
8 54,61,68. - - TGI
(40)e
1871 (85) 0,26,33.47, - - TGI
54,62,69. (69)e
21 40,47,54,61,
68,84,89,102, - - TGI (36)e
110,117,124,
131,138,143.
22 47,54,63,70, - - Sindrome
82. Viral e TGIe (105)
25 64,71,78,115, 154 - TGI (160)e
122,154,170.
337 24,33,47,60,68, - - TGI (102)e
82,91,145.

Numeros indicam dia do evento (dias p6s transplante) e os em vermelho sublinhados indicam co-infecgao.
f* Obito por doenca disseminada (pneumonia por P. carinii e HCMV no TGI);

T Obito;

e Tratados com ganciclovir;

TGI: Trato Gastrointestinal.
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4.2.- Incidéncia de infeccao ativa por HCMV, HHV-6 (soro) e HHV-7 (soro) e de

co-infeccoes entre si em todos os pacientes estudados

Nos pacientes estudados, o aparecimento de infeccdo ativa pelo HCMV foi
detectada em 31/43 (72%), pelo HHV-6 (soro) em 2/43 (4,6%) e pelo HHV-7 (soro) em
6/43 (13,9%).

O aparecimento de co-infec¢des ocorreu entre HCMV/HHV-6 (soro) em 2/43
(4,6%) e entre HCMV/HHV-7 (soro) em 4/43 (9,3%). A tabela 15 apresenta a distribuicao

da infecg¢do ativa e de co-infec¢des nos pacientes estudados.

Tabela 15- Distribui¢do dos casos de infec¢do ativa por HCMV, HHV-6 (soro) e HHV-7

(soro) e de co-infecgdes entre si em todos os pacientes estudados.

N=43

Infeccao ativa

HCMV (sangue) 31/43 (72%)
HHV-6 (soro) 2/43 (4,6%)
HHV-7 (soro) 6/43 (13,9%)

HCMV/HHV-6 2/43 (4,6%)

HCMV/HHV-T7 4/43 (9,3%)

T co-infecgdo.

4.3- Incidéncia de doenca pelo HCMV

Dos 43 pacientes estudados, a doenca pelo HCMV ocorreu no TGI
(comprovado por bidpsia) em 8 deles (18,6%).

Infecgdo ativa por HCMYV foi associada estatisticamente a doenga por HCMV,

resultando em p<0,05.
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Tabela 16- Distribui¢ao dos casos de infec¢ao ativa por HCMV, HHV-6 (soro) e HHV-7
(soro) e de co-infecgdes entre si em todos os pacientes que apresentaram

doenga por HCMV no Trato Gastrointestinal comprovados por bidpsia.

Doenca por HCMV
N=43 Presente Ausente

Infeccao ativa
HCMYV (sangue) 8/8 21/35 0,02

HHV-6 (soro) 1/8 1/35 0,34

HHV-7 (soro) 0/8 5/35 0,32
HCMV/HHV-6 1/8 1/35 0,34
HCMV/HHV-7 ¥ 0/8 4/35 0,42

* teste exato de Fisher, { co-infecgéo.

Tabela 17- Distribuicdo dos casos de infec¢do ativa por HCMV, HHV-6 e HHV-7 e de

co-infecgdes entre si com 0s casos de infec¢ido oportunista.

Infeccao Oportunista

N=43 Presente Ausente P*

Infeccao ativa

HCMV (sangue) 16/16 15/27 0,001
HHV-6 (soro) 0/16 0/27 1,0
HHV-7 (soro) 1/16 0/27 0,37

HCMV/HHV-6 0/16 0/27 1,0

HCMV/HHV-7 ¥ 1/16 0/27 0,37

* teste exato de Fisher, { co-infecg@o.
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Infec¢@o oportunista foi associada a infec¢do ativa pelo HCMV (p=0,001). De
31 pacientes tiveram infeccdo ativa pelo HCMV e 16 apresentaram infec¢do oportunista,

sendo que dos 31 pacientes, 16 apresentaram infec¢do ativa positiva e infeccdo oportunista.

O total de infec¢do ativa por HHV-6 e HHV-7 em soro ou suas co-infec¢des

nao foram estatisticamente associadas a infec¢ao oportunista.

4.4- Comparacao entre “GVHD” e infecc¢ao ativa pelo HCMV, HHV-6 e HHV-7

Observando a tabela 18, estatisticamente ndo hé correlacdes entre as infec¢des
ativas pelo HCMV, HHV-6 e HHV-7 e Doenca de Enxerto Contra o Hospedeiro (GVHD)

nos pacientes transplantados de medula dssea.

Tabela 18- Casos de GVHD com infeccdo ativa por HCMV, HHV-6 e HHV-7 nos

pacientes estudados.

GVHD agudo
N=43 Presente Ausente p*
Infecgao Ativa
HCMV 15/22 13/21 0,45
HHV-6 (soro) 1/22 1/21 0,74
HHV-7 (soro) 3/22 3/21 0,64

* teste exato de Fisher

4.5- Gravidade da Doenca do Enxerto contra o Hospedeiro (GVHD) agudo.

A graduacdo clinica da doenca do enxerto contra o hospedeiro aguda foi
baseada no estadiamento clinico, onde se levou em consideracdo, a percentagem da
superficie corporal que apresentava envolvimento cutaneo com confirmacao histoldgica, os

niveis sangiiineos de bilirrubinas e o volume didrio de diarréia (Pzepiorka et al., 1995).
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O Citomegalovirus Humano (HCMV) é membro da familia dos virus
Herpesviridae € t€tm em comum as propriedades bioldgicas de laténcia e reativacdo. Cerca
de 1% de todos os recém-nascidos tém infec¢do congénita pelo HCMV e o aumento da
soroprevaléncia ocorre nos primeiros cinco anos de vida (Nichols & Boeckh, 2000). Na
adolescéncia, cerca de 80% - 100% dos individuos nos paises em desenvolvimento terao
anticorpos anti-HCMYV detectaveis. No entanto, a incidéncia média nos Estados Unidos e
oeste da Europa € de aproximadamente 50 -60% (Nelson & Demmler, 1997). A grande
maioria das infec¢Oes primdrias passa desapercebida. Apds a infec¢do, o virus permanece
em laténcia nas células endoteliais e mononucleares do sangue periférico do hospedeiro e ¢
controlado pela imunovigilancia mediada por células. Em pacientes portadores de AIDS e
nos imunossuprimidos devido a transplantes de células hematopoéticas primordiais e de
orgdos solidos, a infeccao pelo HCMV € uma causa importante de complicagdo infecciosa,
aumentando a morbidade e mortalidade nesses grupos de risco (Nichols & Boeckh, 2000;

Reusser, 1996).

A reacdo em cadeia da polimerase foi primeiramente utilizada por Saiki e
colaboradores, em 1985 (Saiki, 1985), e atualmente tem sido muito utilizada no diagnéstico
de vérias doencas infecciosas. Em 1988, Demmler e Shibata foram os que inicialmente
utilizaram a PCR no diagnéstico da infecc¢do ativa pelo HCMV. Eles demonstraram que a
PCR simples seguida de hibridizacdo com sondas especificas era mais sensivel do que a

cultura viral clédssica para a deteccio do HCMV (Demmler & Shibata, 1988).

No Brasil, o primeiro estudo que utilizou a PCR na identificacdo da infec¢do
ativa pelo HCMYV foi o trabalho de Costa e col. (1999), utilizando a PCR simples seguida
de hibridizacao especifica em amostras de urina de 37 pacientes transplantados renais. Os
resultados foram comparados com testes soroldgicos (ELISA e Imunofluorescéncia) e
mostraram que 32/37 pacientes (86,48%) apresentaram evidéncias de infeccdo ativa pelo
HCMYV; destes, 16 (43,2%) apresentaram manifestacdes clinicas sugestivas de provavel
doenca pelo HCMV. Este estudo confirma a relevancia da infeccao ativa pelo HCMV apés

o transplante renal.
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Escolhemos a N-PCR na tentativa de se aumentar a sensibilidade e
especificidade da PCR simples. Nesta técnica ocorre a amplificagdo de uma seqiiéncia alvo
em duas etapas: na primeira utiliza-se um par de primers especificos para um fragmento
alvo desejado; a partir do produto da primeira amplificagdo, um novo par de primers €
utilizado para uma regido interna ao fragmento anterior (Fox et al, 1995;

Sumimoto et al., 1998; Abecassis et al., 1997).

A alta incidéncia da infeccdo ativa pelo HCMV por N-PCR nesse grupo de
pacientes foi semelhante a dados prévios obtidos para TCPH (Chakrabarti et al., 2002;
Machado et al., 2000). Embora a propor¢do de doadores ou receptores soronegativos para
HCMYV tenha sido nula, quase todos os resultados positivos de N-PCR foram obtidos de

pacientes SOropositivos.

A pesquisa laboratorial indicou que a doengca por HCMV foi detectada
previamente em todos os pacientes, independente de terapia preventiva, sendo a incidéncia
geral de doenga de 18,6%. Esses achados sdo similares a incidéncias reportadas de 0 a 16%
(Goodrich et al., 1991; Machado et al., 2001; Manteiga et al., 1998). Todos os pacientes
com doenca por HCMV tinham pelo menos um dos fatores de risco. O 6rgdo mais
comumente afetado pela doenca por HCMYV foi o trato gastrintestinal, como reportado em

outros estudos (Reusser, 1996), e € um problema no transplante de medula dssea.

Diversas técnicas sdo disponiveis para a detec¢do precoce dos betaherpesvirus,
incluindo a PCR em Tempo Real (Locatelli et al., 2003; Gautheret-Dejean et al., 2002), a
deteccdo do RNAm (Gautheret-Dejean et al., 2002) e a captura hibrida
(Hebart et al., 2001). Essas técnicas ainda nao foram adequadamente comparadas com
outras disponiveis (Ljungman, 2002) e apresentam custo muito elevado. Estudos prévios
indicaram que a reativagdo do HCMV, HHV-6 e HHV-7 ocorreram, respectivamente, em
mais de 58%, 66% e 46% dos pacientes poés-transplante (Dockrell et al., 1999;

Singh et al., 1996). Em nosso estudo, encontramos 72%, 13,9% e 13,9%, respectivamente.

A ocorréncia de infeccdo oportunista e da doenca produzida pelo CMV foi
estatisticamente significante. O HCMV € considerado um virus imunomodulador e

demonstra facilitar superinfec¢des com infeccdes oportunistas. As disfuncdes provocadas
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pelo CMV nas células T, nos macréfagos e na fungdo fagocitdria e a producado de citocinas
supressivas sdo possiveis bases para o efeito imunossupressor (Chatterjee et al., 1978;
Rand et al., 1978; George et al., 1997; Falagas et al., 1996; Van den Berg et al., 1996;
Nina et al., 2005).

No presente estudo, uma baixa incidéncia e a prevaléncia de infeccdes ativas
por HHV-6 and HHV-7 foram observadas (13,9%). Embora as diferencas na incidéncia
entre estudos possam ser relacionadas pelas caracteristicas dos pacientes e pela falta de
pesquisas padronizadas , € razodvel a hipdtese de que a baixa incidéncia de DNAemia de
HHV-6 e HHV-7 no presente estudo possa estar relacionada ao uso de antivirais

profilaticamente.

O maior significado clinico da DNA viremia do HHV-6 e HHV-7 apds
transplante relaciona-se a capacidade de esses virus influenciaram a patogénese da doenca
por HCMV (Mori et al., 2000; Razonable et al., 2003; Mendez et al., 2001;
Humar et al., 2000; Tong et al., 1998). Nesse estudo, 8/43 (18,6%) dos pacientes
apresentaram doenga por HCMV no trato gastrintestinal, a qual foi comprovada por
bidpsia, apds o transplante. Todos os pacientes com doenca por HCMV tiveram o
diagnéstico da infeccao realizado por N-PCR, 2/8 (25%) co-infeccao por HCMV/HHV-6
(no sangue periférico), 1/8 (12,5%) co-infeccao por HCMV/HHV-6 (no soro) e nenhum
paciente teve infeccdo ativa pelo HHV-7. Apenas um desses pacientes faleceu devido a

doenca por HCMV disseminada.

Muitas questdes permanecem sobre esses virus (HHV-6 e HHV-7). Dentre
estas, um melhor atendimento do impacto clinico incluindo efeitos diretos, interacdes com
o HCMV, e outros efeitos imunomoduladores. Em pacientes com sintomas diretamente
atribuiveis a um desses virus, o tratamento pode ser iniciado com ganciclovir com uma
redu¢do na imunossupressao (Smith er al., 2001). Em nosso estudo, todos os pacientes

receberam aciclovir para prevencao de infec¢des do herpesvirus simples.

Terapia pré-clinica foi usada em doses terapéuticas para 0s pacientes com
infeccdo ativa por HCMV detectada por N-PCR em duas ou mais amostras consecutivas.
Isso pode ter protegido os pacientes contra a ocorréncia de infec¢des pelo HHV-6 e pelo

HHV-T7.
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A ocorréncia de pneumonia intersticial (IP) foi nula. O érgdo mais acometido
foi o trato gastrintestinal. O uso de terapia preemptiva com ganciclovir foi efetiva na

preven¢do da pneumonia interticial (Laskin et al., 1987).

A contribuicdo do HHV-6 e HHV-7 para o desenvolvimento da doengca em

receptores de transplante de medula dssea nao estd completamente elucidada.

Estudos adicionais necessitam serem feitos para uma melhor compreensdo da
relacdo entre os herpesvirus HCMV, HHV-6 e HHV-7 nos pacientes transplantados de

medula 6ssea.
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6- CONCLUSAO
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Infeccdo ativa pelo HCMYV foi detectada em 72% dos pacientes estudados;

Infeccdo ativa pelo HHV-6 no soro foi detectada em 4,6% dos pacientes

estudados;

Infeccdo ativa pelo HHV-7 esteve presente no soro em 13,9% dos pacientes

estudados;

A co-infeccdo ativa entre HCMV (sangue periférico) e HHV-6 (soro),
ocorreu em 2 (4,6%) dos pacientes estudados, destes, 1 evoluiu para doenca

no TGI comprovado por bidpsia;

A co-infec¢do ativa entre HCMV (sangue periférico) e HHV-7(soro),

ocorreu em 6 (13,9%) dos pacientes estudados;

A monitorizacdo  laboratorial € extremamente importante  no
acompanhamento dos pacientes apds o transplante em relacdo aos
betaherpesvirus, porém ainda o principal causador de impacto clinico € o

HCMV.
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FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

% www_ fem. unicamp.br/pesquisa/etica/index himl

CEP. 25/07/06.
(PARECER PROJETO 462/2003)

PARECER

I-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “DETECCAO DA INFECCAO ATIVA POR CITOMEGALOVIRUS E
HERPESVIRUS HUMANO TIPO 6 E 7 PELA REACAO EM CADEIA DA
POLIMERASE EM RECEPTORES DE TRANSPLANTE DE MEDULA OSSEA”

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Sandra Helena Alves Bonon

11 - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP
tomou ciéncia e aprovou a Emenda que altera o titulo para “HERPESVIRUS HUMANO 5, 6
E 7 (HHV-5, HHV-6, HHV-7) EM RECEPTORES DE TRANSPLANTE DE MEDULA
OSSEA”, bem como a responsabilidade que passa a ser da mestranda Daniela Corte Parola,
referente ao protocolo de pesquisa supracitado. .

O conteudo e as conclusdes aqui apresentados sio de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e nio representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas
nem a comprometem,

Homolegado na VII Reunidc Ordinaria do CEP/FCM, em 25 de julho de 2006.

Profa. Dra. Carmpn Silyia Bertuzzo
PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM / UNICAMP
Comité de Frica em Pesquisa - UNICAMP
Rua: Tessidin Vieira de Camargo, 126 FONE {1119) 3788-8936
Caiva Postal 6111 FAX (019) 3788-7187
13084-971 Campinas - 5P cep a fem.unicamp.br
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APENDICE A- CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO

Eu,

aceito colaborar com um estudo que estd sendo realizado na Universidade Estadual de
Campinas, para a pesquisa do Citomegalovirus Humano. Para isso, sei que colherdo uma

amostra de sangue (4-8 ml) para a realizacdo da pesquisa.

Estou ciente que poderei desistir de participar deste estudo a qualquer hora, e que isto em

nada ird prejudicar o meu tratamento.

Qualquer esclarecimento, entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa -

FCM/UNICAMP pelo telefone (019) 3788-7232.

Campinas, de de
Paciente:
(responsavel)
Meédico:
Apéndices
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APENDICE B- CARACTERISTICAS DOS PACIENTES QUE APRESENTARAM
DOENCA POR HCMV

1) Paciente 5 (D+/R+) / 6bito: Portador de LMC, apresentou N-PCR positiva
para HCMV, HHV-6 (soro) e HHV-7 (soro), negando febre e nduseas. Realizou-se bidpsia
de pele (cavidade oral), diagnosticando GVHD. Evolui com doenca por HCMV no TGI
comprovado por bidpsia a partir do dia +144. Utilizou tratamento com ganciclovir. Obito

no dia +189 por GVHD.

2)Paciente 6 (D+/R+) / 6bito: Portador de LNH, comecgou a apresentar febre e
vOmitos no dia +63, mantendo este quadro até o dia +142. A PCR para HCMV tornou-se
positiva no dia do aparecimento dos sintomas (+63). Fez tratamento com
ganciclovir.Realizaram-se bidpsias de boca e pele (diagnosticando GVHD agudo), figado
(necrose e hemorragia) e colonoscopia (processo inflamatério leve descontinuo, compativel
com GVHD). Evoluiu com necrose gastrica, submetido a esplenectomia e com doenga por
HCMV no TGI comprovado por bidpsia no dia + 119, pulmio, insuficiéncia renal e

respiratéria aguda. Obito no dia +157 por doenca por HCMV disseminada.

3) Paciente 8 (D+/R+) / vivo: Portador de LMA, apresentou N-PCR positiva
para HCMV, HHV-6 (soro) e HHV-7 (soro), negando febre e nduseas. Diagndstico por
doenca por HCMV no TGI comprovado por bidpsia no dia +40. Utilizou tratamento com

ganciclovir. Bidpsia de fragmento da mucosa oral, compativel com GVHD.

4) Paciente 18 (D+/R+) / 6bito: Portador de LMC apresentou febre de origem
indeterminada no dia do transplante. Apresentando N-PCR positiva para HCMV no dia
+26, mantendo este quadro até o dia +69. Utilizou tratamento com ganciclovir.
Realizaram-se bidpsias no dia +26: Duodeno, esdfago e estdmago, sem alteragdes de
GVHD. Evoluiu com doenga por HCMV no Trato gastrointestinal (TGI) comprovado por

biépsia no dia +69. Obito no dia +85 por Insuficiéncia Respiratéria Aguda sem etiologia.

5) Paciente 21 (D+/R+) / vivo: Portador de LMA comecou a apresentar diarréia
e febre alta no dia +29, com N-PCR positiva para HCMV no dia +40, mantendo o quadro
de positividade até o dia +143. Bidpsias: glandula salivar menor no dia +134 (compativel

com GVHD agudo), figado no dia +143 (hepatite aguda com necrose hepatocelular),
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esofago e estobmago no dia +42 (compativel com GVHD). Evoluiu com doenga por HCMV
no Trato gastrointestinal (TGI) comprovado por bidpsia no dia +36. Utilizou tratamento

com ganciclovir.

6) Paciente 22 (D+/R+) / vivo: Portador de LMC comecou a apresentar diarréia
e vomito no dia +36 e N-PCR positiva para HCMV no dia +47, mantendo o quadro de
positividade até o dia +82. Evoluiu com doenca por HCMV no Trato gastrointestinal (TGI)

comprovado por bidpsia no dia +114. Utilizou tratamento com ganciclovir.

7) Paciente 25 (D+/R+) / vivo: Portador de MM comecou a apresentar febre e
diarréia no dia +64, mantendo o quadro clinico até o dia +170. A N-PCR para HCMV
tornou-se positiva no dia do aparecimento dos sintomas (+64) e continuou até dia +170.
Apresentou no dia +154 soro viremia para HHV-6. Utilizou tratamento com ganciclovir.
Biopsias: Pele, boca e intestino no dia +93 (diagnosticando GVHD) e repeticdo das
bidpsias no dia +141 (diagnosticando também a presenca de GVHD). Evoluiu com doenca

por HCMV no TGI comprovado por bidpsia no dia +160.

8) Paciente 33 (D+/R+) / 6bito: Portador de LMC comegou a apresentar febre,
emagrecimento, vomito e diarréia no dia +59. A N-PCR para HCMYV tornou-se positiva no
dia +24, mantendo o quadro de positividade e sintomas até o dia +145. Utilizou tratamento
com ganciclovir. Realizaram-se bidpsias gastrica s(diagnosticando GVHD) e hepdtica
(inconclusiva). Evoluiu com doenca por HCMV TGI comprovado por bidpsia. Obito no dia

+157 por choque hipovolénico e parada cardiaca ndo especificada.
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