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RESUMO




O Herpesvirus Humano 5 (HHV-5), Herpesvirus Humano 6 (HHV-6) e o Herpesvirus
Humano 7 (HHV-7), sdo virus universais pertencentes a subfamilia betaherpesvirinae,
e apresentam alta prevaléncia na populacao brasileira. Em adultos sauddveis, apds infec¢ao
primdria, esses virus permanecem latentes, podendo ser reativados em um periodo de
imunossupressdo, como acontece em pacientes submetidos a transplantes, o que pode
causar complicagdes graves, que vao desde rejeicao de enxertos ao 6bito. Esse estudo visou
a monitorizacdo da co-infec¢do pelo HHV-5, HHV-6 e HHV-7 em pacientes submetidos a
transplante hepético no Hospital das Clinicas da UNICAMP e a correlacdo dos dados
obtidos com o impacto clinico nesse grupo de pacientes para compreender melhor os
aspectos que envolvem a infec¢do ativa pelo HHV-5, HHV-6, HHV-7 e suas inter-relacoes,
utilizando técnicas laboratoriais que fazem diagndstico precoce de infeccdo ativa,
avaliacdo da terapia antiviral especifica e prevencdo da doenca causada por esses virus.
Foram monitorizados 53 pacientes transplantados hepdticos através de testes de
antigenemia e NESTED-PCR (N-PCR) em sangue periférico para a deteccio do HHV-5,
NESTED-PCR em sangue periférico para a deteccdo do HHV-6, NESTED-PCR em soro
para deteccdo do HHV-7, que foram realizadas no pré-operatério e periodicamente no
pos-operatorio. Com essa metodologia 33/53 (62,3%) dos pacientes apresentaram infec¢ao
ativa por HHV-5, 21/53 (39,6%) por HHV-6 e 23/53 (43,4%) por HHV-7. A co-infec¢do
ocorreu em 8/53 (15,1%) para HHV-5/HHV-6, e 5/53 (9,4%) para HHV-5/HHV-7,
2/53 (3,8%) por HHV-6/HHV-7, e 1/5 (1,9%) pelos trés virus estudados
(HHV-5/HHV-6/HHV-7). Apresentaram infeccdes oportunistas 31/53 (58,5%) dos
pacientes estudados, e destes 21/31 (39,6%) tiveram infec¢do ativa isoladamente por
HHV-5, 14/31 (26,4%) tiveram infecc¢do ativa isoladamente por HHV-6, e 11/31 (20,8%)
tiveram infecg¢do ativa isoladamente por HHV-7. Os resultados obtidos € os inimeros
estudos sobre o impacto clinico da deteccdo e tratamento desses betaherpsvirus em
pacientes transplantados hepaticos mostram a importancia de estudarmos sua prevaléncia,

métodos diagndsticos e seu impacto clinico em nosso meio.
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ABSTRACT




The human herpesvirus 5, human herpesvirus 6 e human herpesvirus 7 to the B-herpesvirus
subfamily of the Herpesviridae family. They show a hight prevalence in the population.
Many times the infection remains assintomatic in healthy adults and can be reactivated
from immunosuppression period especially after organ transplantation, as it happens to
patients that underwent an organ transplantation, though it can cause several complication
that are since allograft rejection to mortality. This study shows the monitoring of concurrent
infection by HHV-5, HHV-6 and HHV-7 in patients that had been undergone to liver
transplantation and the results among them with the clinic impact in this infection by
HHV-5, HHV-6 and HHV-7 and its concurrent, using lab tecnique that present an early
diagnostic of the active infection, management of specific therapy antiviral and prevention
of the deseases caused by these virus. Fifty three patients posttranplanted were assisted
though antigenemia and nested-pcr tests in peripheral blood to detection of HHV-5,
and N-pcr in peripheral blood to detection of HHV-6 and N-pcr in serum to detection of
HHV-7 that were done during before transplantation and always in the posttransplantation
in these patients and its medical record analysis. The antigenemia to the HHV-6 and
HHV-7 was (standard) for the first part of the test and the part is in the standard time.
With this methodological, 62,3% of the patients showed active infection by HHV-5, 39,6%
by HHV-6 and 43,4% by HHV-7, 15,1% of the patients, showed ( co-infection)
HHV-5 and HHV-6, 9,4% by HHV-5/HHV-7, 3,8% by HHV-6/HHV-7 and 1,9% by three
virus (HHV-5/HHV-6/HHV-7). 58,5% of the patients studied showed opportunistics
infections, and 39,6% showed isoled active infection by HHV-5, (26,4%) showed isoled
active infection by HHV-6 and (20,8%) showed isoled active infection by HHV-7.
(58,5%) showed oportunites infection , 29% showed any kind of allograft rejection,
44,4% showed active infection by HHV-5, 44,4% showed active infection by HHV-6 and
33,3% by HHV-7.
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Human herpesvirus (HHV) 6 and 7 are novel members of the B-herpesvirus family that
maintain latency in the human host after primary infection. Reactivation from latency
and/or increased degree of viral replication occurs during periods of immune dysfunction.
The clinical effect of HHV-6 and HHV-7 reactivation in recipients of liver transplats is now
being reconized. A gronving body of evidence suggests that the more important effect of
HHV-6 and HHV-7 reactivation on the outcomes of liver transplantation may be mediated
indirectly by their interactions with the other B-herpesvirus - cytomegalovirus (HHV-5)
we conducted a prospective study in fifthy three liver transplant patients to detect active
infection by HHV-5, 6 and 7, using Nested PCR and antigenemia tests. Active infection
with HHV-5 was detected in 62,3% by HHV-6 in 39,6% and 43,4% by HHV-7.
Co- infection by HHV-5/HHV-6 occured in 15,1% of the patients, by HHV-5/HHV-7
in 94%, by HHV-6/HHV-7 in 3,8% and by HHV-5/HHV-6/HHV-7 in 1,9%.
Fivety eigth percent of the patients  studied showed opportunistics infections,
of this 39,6% had isolated active infection by HHV-5, 26,4% isolated active infection by
HHV-6 and 20,8% isolated active infection by HHV-7. In conclusion, HHV-5,
HHV-6 and HHV-7 active infection, are frequent in liver transplant patients and early

diagnose to prevent clinical impact are necessary.
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1.1- Historico do transplante de figado

O transplante de figado representa a unica forma efetiva de tratamento de uma
série de doencas hepdticas terminais. Em 1955, foi realizado pela primeira vez um
transplante hepético pelo uso da técnica heterotdpica, pela qual o figado do doador foi
colocado no abdémen inferior e o figado do receptor foi deixado em sua posi¢ao original.
O primeiro transplante ortotopico de figado (TOF), em que o figado do doador substitui o
do receptor, foi realizado em caes nos laboratérios de MOORE, em Boston, e STARZL,
em Chicago, respectivamente em 1959 e 1960 (Ringe, 1994). Em 1963, Starzl,
realizou o primeiro transplante ortotdpico de figado em humanos. Nos quatro anos
seguintes, realizou um total de sete cirurgias, porém em nenhum caso a sobrevida foi maior

que 23 dias (Starzl, 1981).

No Brasil, o Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade
de Sao Paulo, realizou vdérias tentativas por duas equipes diferentes (Raia, 1969).
Como aconteceu nos demais paises, os resultados ndo foram os esperados e praticamente
interrompeu-se o programa. Apenas quatro servicos permaneceram desenvolvendo
programas de transplante de figado até o final da década de 80: Os servicos de Thomaz
Starzl, nos Estados Unidos (Starzl, 1984), o de Roy Calne , na Inglaterra (Rolles, 1984),
0o de Ruud Krom, na Holanda (Krom, 1984), e o de Rudolf Pichlmayr, na Alemanha

(Pichlmayr, 1984), porém, os indices de mortalidade, ainda eram bastante elevados.

Até a decada de 70 ndo existiam perspectivas de tratamento para pacientes com
doencas de figado em estdgio avancado. Dispunham-se apenas de medidas paliativas,
que eram capazes de diminuir o sofrimento do individuo durante a fase final da evolugdo
da doenca. Entretanto o transplante de figado abriu perspectivas animadoras, representando,

o maior progresso da hepatologia moderna.

Alguns centros com maior experiéncia referem 90% de alta hospitalar e 70% de

sobrevida aos 5 anos pds-transplante (Raia, 1989).

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

imunossupressores para controle de rejeicao (Starzl, 1981).
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No inicio dos anos 80, o transplante hepdtico passou de um procedimento
experimental para a terapéutica de escolha no tratamento das doengas cronicas ou agudas

do figado (Raia, 1989).

No Brasil o primeiro transplante de figado bem sucedido foi realizado em
1° de Setembro de 1985 no Hospital das Clinicas da Faculdade Médica USP. A partir de
entdo, a Unidade de Figado passou a realizar, rotineiramente, o procedimento e até 1989,
numa quantidade de 4 a 6 transplantes por ano. Em 1988, o grupo descreveu o primeiro

transplante inter vivos de figado (Raia, 1989).

O segundo grupo no Brasil a realizar transplante de figado com sucesso,
foi o do Instituto da Crianga, em 1989, que também pertence ao Hospital das Clinicas da
Faculdade Médica USP. A partir dai, diversos outros grupos passaram a se interessar pelo

procedimento, inicialmente em Sao Paulo e, depois, em outros Estados.

A Unidade de Transplante Hepdtico do HC da Universidade Estadual de
Campinas UNICAMP passou a realizar transplante no inicio de setembro de 1991,

sendo o primeiro grupo a realizar transplante no interior do Estado de Sao Paulo.

Até hoje foram realizados 330 transplantes de Figado pela Equipe da Unicamp,

em média de 20 a 30 cirurgias por ano.

1.2- Historico dos herpesvirus humanos ( HHV-5, HHV-6, HHV-7)

O Herpesvirus Humano 5 (HHV-5), o Herpesvirus Humano 6 (HHV-6)

e o Herpesvirus Humano 7 (HHV-7) sdo universais pertencem a subfamilia

Betaherpesvinae, da familia Herpesviridae (Lautenschlager, 2002; Miller et al., 2005).

A soroprevaléncia do HHV-5 pode variar de 40% a 60%, em populacdes de alto
nivel s6cio econdmico, enquanto que em populacdes de nivel sécio econdmico mais baixo a
soroprevaléncia € maior, variando de 80% a 100% . Para o HHV-6 a soroprevaléncia
também € muito alta, em criancas a soroprevaléncia pode variar de 45% a 63%,

e em adultos de 52% a 97% (Miller et al., 2005; Mendelson et al., 2006).
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Desde que o HHV-7 foi isolado, ele tem sido relacionado a processos de
exantema subito em criancas, encefalopatia e encefalite quando acomete pacientes
transplantados hepdticos (Ward et al., 2005). Em pacientes imunossuprimidos o
HHV-7 pode se reativar e, em associagdo com outros herpesvirus causar danos tanto no

orgao transplantado, como ao estado geral do paciente (Ward et al., 2005).

Esses virus s@o universais e apds infec¢do primdria permanecem latentes,
podendo ser reativados por um periodo de imunossupressio (Mendelson et al., 2006;

Griffiths, 1999; Griffiths, 2000).

O Herpesvirus Humano 5 (HHV-5) foi inicialmente relacionado por Ribbert em
1904, ao agente etioldgico da "Doenca de Inclusdao Citomegdlica", cuja denominagao
deriva-se do efeito citopdtico caracteristico, representado pelos aumentos dos volumes
celulares por inclusdes intranucleares e citoplasmaticas observadas nos tecidos infectados

(Weller, 1970; Murray, 1997).

A primeira evidéncia experimental do provdvel agente -etiologico da
"Doenga de Inclusdo Citomegélica" foi proposta por Cole e Kuttner em 1926,
quando demostraram a transmissdo da doenga em cobais e sugeriram que este agente
possuia caracteristicas de virus e que hd infec¢ado era tipo espécie-especifica. O trabalho de
Farber e Wolbach (1932) mostrou a primeira evidéncia de que o virus de glandula salivar
era relativamente frequente e demonstraram ter encontrado células citomegalicas tipicas em
12% de criangas estudadas. Em 1954, usando a infeccdo salivar de camundongo como
modelo, Smith conseguiu isolar o virus em cultura de tecidos (Smith, 1956). Em 1956/57,
o isolamento do Citomegalovirus Humano foi relatado quase que simultaneamente por
trés pesquisadores: Smith em St. Louis, Rowe em Bethesda e Weller em Boston,
que utilizaram técnicas de cultura celular em amostras de urina e tecido de criancas com
provdvel infeccdo causada pelo virus (Weller, 1970). Weller listou 3 critérios para
identificacilo do HHV-5: (a) tendéncia em causar infeccdo em glandula salivar;
(b) crescimento lento, somente em linhagens celulares derivadas de seus hospedeiros
naturais e (c) formacdo de inclusdes citoplasmdticas, além das inclusdes nucleares

(Weller, 1970).
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O HHV-5 foi originalmente classificado como herpesvirus, baseando-se em
critérios morfologicos e bioquimicos. 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 niimero ardbico a todos os herpesvirus:
o HHV-5 ficou classificado como Herpesvirus Humano Tipo 5 (HHV-5). Em 1979,
o mesmo Comité reabilitou o nome citomegalovirus. A familia Herpesviridae foi dividida
em trés subfamilias: virus simples  (Alphaherpesvirinae), citomegalovirus
(Bethaherpesvirinae) e o grupo dos virus linfoproliferativos (Gammaherpesvirinae)

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

O Herpesvirus Humano tipo 6 (HHV-6) foi primeiramente isolado em 1986,
por Salanhuddir et al, de células mononucleares de sangue periférico de pacientes com
desordens linfoproliferativas (Leach et al, 2002; Sashihara et al, 2002;
Taniguch et al, 2000) e de pessoas com Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS)
(Braun et al, 1997), e subsequentemente nomeado de virus linfotrépico B humano

(HBLV), pois parecia apresentar um tropismo pelo linfécito B (Santos, 2000).

A microscopia eletronica do HBLV revelou caracteristicas morfoldgicas
consistentes com uma classificacdo de herpesvirus. Foram realizadas anélises do genoma
deste virus, e chegou-se a uma conclusdo, de que este herpesvirus se distinguia de outros
herpesvirus humanos e foi designado Herpesvirus Humano Tipo 6 (HHV-6),
ficando de acordo com as normas estabelecidas pelo Comité Internacional de Taxonomia

dos Virus. (Braun et al., 1997).

Existem duas cepas do HHV-6 (A e B) e elas tém sido identificadas baseadas
no mapa de enzimas de restricdo, por reacdes de anticorpos monoclonais especificos e

cultura de células (Abdel e Asmar, 2004; Leen et al., 2005).

No Japao em 1988, ocorreu a primeira publica¢do correlacionando doenca
clinica com HHV-6, na qual demonstrou-se a soroconversao para este virus em criangas

com diagnéstico clinico de exantema subito (Knowles e Gardner, 1988; Santos, 2000).

O HHV-7 foi isolado em 1990 e tem sido relacionado a processos
exantemdticos em criancas (Exantema subito ou Roseola infantum), encefalopatia e

encefalites quando acomete pacientes transplantados (Ward et al., 2005;
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Razonable e Paya, 2002). E considerada uma afeccdo benigna, mas insere seu material
genético (DNA) em células linfoides do hospedeiro conduzindo a uma infec¢do latente
controlada eficazmente, pelo sistema imune em pacientes imunocompetentes.
No caso de pacientes imunossuprimidos pode se reativar e, em associagdo com outros
herpesvirus causar danos tanto ao 6rgao transplantados, como ao estado geral do paciente

(Ward et al., 2005; Thomasini et al, 2007).

Estudos recentes tém sugerido que a associacdo entre o HHV-6 e HHV-5 pode
elevar o nivel de imunossupressdo e aumentar a incidéncia de rejeicdo, possivelmente
devido a uma potencializacdo do efeito do HHV-5 ou modulagcdo do sistema imune do
receptor (Tong et al., 2000). Esta imunomodulacdo pode predispor a outras infecgdes

oportunistas como invasao flingica (Griffiths, 2000; Razonable et al., 2002)

Ao longo do tempo os estudos e observacdes in vivo € in vitro tornaram
evidente a importancia do HHV-6 e do HHV-7 como patégenos ou co-patégenos apds

transplantes.

1.3- Caracteristicas biol6gicas do HHV-5, HHV-6 E HHV-7
1.3.1- Classificacdo e Estrutura

Como todos os herpesvirus, possuem quatro elementos estruturais:
um core eletron-denso, um capsideo com simetria icosaédrica, um tegumento composto por
proteinas amorfas, e um envelope bilipidico embebido por glicoproteinas e proteinas de

membrana (Figura 1) (Braun, 1997).
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Capsideo

Tegumento ou Matriz
DNA linear de fita dupla
Membrana lipidica
Glicoproteinas do
envelope

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

Figura 1- Estrutura Morfol6gica dos herpesvirus

O HHV-5 € considerado o maior membro da familia Herpesviridae sendo o
agente etiolégico da citomegalovirose (Mocarski et al., 1990; Brow e Abernathy, 1998;
Costa, 1999). O genoma viral do HHV-5 € composto por uma cadeia dupla de DNA
(acido desoxirribonucléico) linear contendo aproximadamente 240 kb (Mendelson et al.,
2006), que codifica 33 proteinas estruturais € um nimero indefinido de proteinas nao
estruturais, sendo algumas delas conhecidas por serem imunogénicas e desencadearem
resposta humoral especifica. Quando as fitas de DNA do virus sdo desnaturadas, tendem a
se anelar e formar “loop”, indicando que as moléculas possuem dois pares de repeti¢des
invertidas subdividindo o genoma em um segmento grande, correspondendo a uma dnica
regido (UL, 174 kpb) a qual estd inserida entre repeti¢des invertidas (IRL / TRL) e um
segmento pequeno (US), que € uma sequéncia tnica de 35,6 kpb flanqueada por repeti¢des
curtas invertidas (IRS/TRS) (Spector et al., 1990). Foi observado recentemente que RNA
era purificado das particulas virais. Este mecanismo permite que os genes virais sejam
imediatamente expressos no interior da célula que estd infectada, logo apds a entrada do

virus, e na auséncia de transcri¢do do genoma viral (Bresnahan e Shenk, 2000).

O virion completo mede entre 180 e 250nm de didmetro; possui um envelope
glicolipidico que envolve toda estrutura viral, um capsideo icosaédrico de 110nm,
com 162 capsdémeros que envolvem o nucleo composto por DNA de dupla hélice com

240 kb (Stink, 1990).
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O HHV-5 ¢ bastante termoldbil e sua vida média a 37°C € de apenas
45 minutos, sendo totalmente inativado a 56°C durante 30 minutos, pH menor que 3,
pela exposicdo ao éter a 20% por 2 horas, pela luz ultravioleta por 5 minutos,
ciclos de congelamento e descongelamento; € mais estdvel na urina a 4°C.
A infectividade do HHV-5 é melhor preservada por estocagem em diluente de bicarbonato
de sédio na presenga de 35% de sorbitol a menos 90°C; as células infectadas com o virus,
suspensa em meio “ Eagle” com 10 a 20% de soro fetal e 10% de dimetil sulféxido
(DMSO), podem ser estocadas, por tempo indefinido, em nitrogénio liquido a menos 190°C

(Drew (a), 1988; Brow e Abernathy, 1998).

Para ocorrer o inicio da infec¢do na célula, € necessario que o virus seja
adsorvido aos receptores de superficie celular e haja fusdo do envelope viral com a
membrana citoplasmatica celular. Posteriormente, o capsideo é transportado para os poros
nucleares e o DNA ¢ liberado no ntcleo celular, ocorrendo a transcricdio do DNA viral e

producdo de novos virions (Silva, 2000).

Durante a infeccdo natural, a replicagdo do virus pode ocorrer em células
epiteliais, endoteliais, musculares, mesenquimais, hepatdcitos, granuldcitos e macréfagos

(MocarskKi et al., 1990; Hoppe et al., 2004).

Os genes virais sdao expressos por periodos coordenados e € regulado por uma
cascata de eventos transcricionais que levam a sintese de trés categorias de proteinas virais
denominadas: imediatamente precoce ou IE (immediate early) de duragcdo de O a 2 horas,
precoce ou E (early), de 2 a 24 horas, e tardio ou L (late), com 24 horas pds infeccao e,
as proteinas sdo classificadas como alfa, beta ou gama, respectivamente.
As proteinas sintetizadas durante os periodos IE e E sdo geralmente associadas a regulacao
da replicacdo do virus, enquanto as sintetizadas no periodo L sdo estruturais (Straus, 1990;

Silva, 2000; Colimom e Michelson, 1990; Landolfo et al., 2003).

Estudos in vivo com células de pacientes imunocopetentes e imunossuprimidos
mostram que o0s leucdcitos polimorfonucleares sdo as células sanguineas mais
freqiientemente infectadas pelo HHV-5 e representam importante sitio de replicagdo

(Dankener et al., 1990). Além de infectar o homem, o HHV-5 é encontrado no mundo
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animal, em camundongos, cobais e macacos, mas estas cepas sdo espécies-especificas,

de forma que as cepas de animais ndo infectam o homem.

O HHV-6 difere dos outros herpesvirus por suas propriedades antigénicas e seu
conteido genético e apresenta duas variantes (6A e 6B) (Braun et al.,, 1997;
Flamand et al., 1995). As variantes diferem 8% em nivel de nucleotideo, mas também nas
caracteristicas clinicas e epidemioldgicas e no potencial patogénico. A maioria dos
sintomas ocasionados por infeccdo pelo HHV-6, incluindo roseola infantum, tém sido
associados a variante B e  as alteracbes neuroldgicas, t€ém sido associadas a
variante A (Razonable e Paya, 2002) sendo a segunda mais prevalente em individuos
infectados com o virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV). O HHV-6 A demonstra maior

viruléncia com a imunossupressdo, comparado ao HHV-6B (Singh e Carrigan, 1996).

O HHV-6 é composto por uma fita de DNA linear com aproximadamente
160 kb, envolvido por capsideo icosaédrico constituido por 162 capsdomeros e envelopado
(Levy, 1997; Santos, 2000). Foi demostrado através dos nucleotideos 66% de homologia
entre a sequéncia do DNA do HHV-6 e HHV-5 (Singh e Carrigan, 1996).
E um virus linfotrépico, utiliza receptor celular CD46 e pode infectar outras células,
como os mondcitos, células endoteliais, epiteliais, células da glia e fibroblastos

(Harma, 2003; Desachy et al., 2001).

O ciclo completo da replicacgio do HHV-6 ocorre em torno de 5 dias,
quando o virus pode ser detectado no interior de vactolos citoplasmdticos e
extracelularmente. Nos 3 primeiros dias de infeccao, o capsideo e o DNA viral podem ser
observados no interior do nicleo. O envelope surge por brotamento de vacuiolos
citoplasmaticos, posteriormente fundem-se a membrana citoplasmaética liberando particulas
maduras. O HHV-6 pertence a Roseolovirus genus e possui o genoma colinear ao
Herpesvirus Humano Tipo 7 (HHV-7), a homologia é de 46.6 a 84,9%
(Campadelli Fiume et al., 1999).

O HHV-7 € um virus linfotrdpico, tem tropismo por células T CD4+ e linhagem

celular SupT1 (célula T linfloblastéide de linhagem continua). Ndo infecta mondcitos e o

7z

receptor CD4 ¢ necessdrio, mas nao suficiente para a entrada do virus na célula
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(Dewhurst et al.,, 1997). O epitopo CD4 estd presente em células glandulares,
o que explica o isolamento deste virus em saliva de humanos ao introduzir seu DNA nestas

células, permanecendo latente.

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

livres de contaminacdo (Ablashi et al., 1998).

Embora, seja mais confortdvel trabalhar com culturas celulares de linhagem
continua, os antigenos de HHV-7 aparecem, em cultivo celular, entre 4 e 7 dias apds células
de sangue de corddo terem sido infectadas; ja as células SupT1 demoram de 7 a 14 dias
para demonstrarem antigenos sugerindo maior susceptibilidfade das células de sangue de
corddao a infec¢do por este virus do que as células SupTl. Outras linhagens celulares
T linfoblast6ides que se mostram eficientes para o isolamento do HHV-6 (linhagens HSB2,
MolT-3, J-Jhan, MolT-4 Jurkat) nio sdo susceptiveis a infeccdo pelo HHV-7, pelo menos,
ndo o suficiente para serem uteis para o cultivo. O grau de infectividade e demonstracdo de
antigenos € similiar (45-60% de células infectadas) nos dois tipos de células - Células de

sangue de corddo e SupT1 (Ablashi et al., 1998).

N3ao ha relatos de cepas de HHV-7 que infectem e causem doengas em animais,

tal como acontece com o HHV-5, até o presente momento.

1.4- Replicacio e patogénese do HHV-5, HHV-6 e HHV-7

Todos os herpesvirus induzem laténcia em seus hospedeiros naturais por toda a
vida e o mecansimo da infeccdo latente ainda ndo foi totalmente elucidado, porém,
sabe-se que para alguns herpesvirus, a laténcia ocorre em tipos especificos de células que
permitem a entrada do virus, mas bloqueiam sua replicacdo (Figura 3) (Silva, 2000;

Miller et al., 2005).
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Figura 2- Ciclo de Replicacdo (http://utsouthwestern.edu/bresnahan.com)

Anélises de determinados genes que permanecem ativos sugerem que eles
atuem como reguladores, e podem manter o virus em estado de laténcia ou ativo para a

recorréncia (Silva, 2000).

Os herpesvirus tém a capacidade de infectar diferentes tipos celulares,
apresentando tropismo por determinados tecidos. O HHV-5 compartilha com outros
herpesvirus a capacidade de permanecer em estado latente no hospedeiro,
disseminar-se célula a célula, reativando em condi¢des de imunossupressdo e induzindo

imunossupressao transitoria ao receptor (Drago et al., 2000; Miller, 2005).

Normalmente a infec¢do pelo HHV-5 € subclinica (Hoppe, 2004), porém,
em certas condi¢des, como naquelas encontradas em pacientes com deficiéncia
imunoldgica ou em criangas desnutridas ou com infec¢des congénitas, o quadro clinico
apresentado pode ser grave e muitas vezes conduzir a morte. Este virus tem sido causa de
grande morbidade e mortalidade em imunocomprometidos (Szczepura et al., 2006;

Koch et al., 2006; Hernando et al., 2005; Lassener et al., 2000; Thira et al., 2001) ¢ a
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utilizacdo de imunossupressores tem contribuido para o aumento das infeccdes por

herpesvirus (Drago et al., 2000).

As caracteristicas da infec¢do pelo HHV-6 sdo o tropismo por células linféides,
inducdo de receptor CD4 em algumas células, supressio da resposta imune,
inducao de citocinas, transativac¢do de outros virus, capacidade de transformar certas células

em cultura e em alguns casos a capacidade de aumentar a replicacdo do HIV (Levy, 1997).

Os mondcitos, macrofagos e megacaridcitos sdo suscetiveis 4 infeccdo por
HHV-6, contudo os linfécitos T representam uma populacdo de células em que este virus
se replica com maior eficiéncia (Flamand et al., 1995), mas pode infectar outras linhagens

de células de origem epitelial, fibrobléstica e neural.

O HHV-6 estabelece laténcia apds infeccao primdria em diferentes células e

6rgaos (Abdel e Asmar, 2004).

Na infec¢do natural por HHV-6 podem ser identificados trés estdgios:
1°) primdrio agudo na infancia, 2°) ocorre em criancas e adultos sauddveis, onde o virus
replica em glandulas salivares e € secretado na saliva (variante B), ndo induz patologias
evidentes, permanece latente a0 menos em linfécitos e mondcitos, e persiste em varios
tecidos, possibilitando um alto nivel de replicacdo. 3°) Ocorre com menos freqii€ncia,
tipicamente em individuos imunocomprometidos e esta ligado a reativagdo do virus ou a
reinfeccdo. Alguns estudos tem relacionado o HHV-6 a patologias como,
esclerose multipla, tumores, sindrome da fadiga cronica, (Campadelli-Fiume et al., 1999;

Santos, 2000).

Em pacientes submetidos ao transplante, € comum o aparecimento da infeccao
por HHV-6, e geralmente ela aparece antes da infec¢do por HHV-5. O periodo da detec¢ao
pelo HHV-6 € em torno de 20 dias apds o transplante e para o HHV-5 de 25 a 35 dias
(Abdel e Asmar, 2004; Lautenschlager et., 2006).

A co-infec¢do pelo HHV-5 e HHV-6 estd associada a manifestacdes clinicas e
a disfuncdo do enxerto. Alguns estudos demostram que a infeccdo pelo HHV-6 altera o
sistema imune do hospedeiro podendo favorecer a reativagio do HHV-5

(Abdel e Asmar, 2004; Lautenschlager et al., 2006).
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1.5- Transmissao e epidemiologia do HHV-5, HHV-6 E HHV-7

A elevada soroprevaléncia do HHV-5 é observada em diferentes regides
geograficas, infectando em torno de 0,5 a 1,0% de todos os recém-nascidos e cerca de
50% da populagdo adulta em paises desenvolvidos. Vdrios estudos realizados de
soroepidemiologia demonstraram que a infec¢do por HHV-5 ocorre praticamente em todas
as regides do mundo e a prevaléncia de anticorpos aumenta com a idade,
(Brown e Abernathy, 1998). A soroprevaléncia do HHV-5 ndo depende tanto da drea
geografica, mas sim do nivel s6cio econdmico das comunidades estudadas. Quanto menor o
nivel s6cio econdmico maior a prevaléncia do HHV-5. (Hunter, 1983;

Pannuti et al., 1987).

A soroprevaléncia na América do Norte e na Europa estd em torno de 50%
e no Japdo e alguns paises da América do Sul ou Africa esta em torno de 100% (Ho, 1991).
No Brasil, a soroprevaléncia € alta, em média 90% de contamina¢do em populacgdes adultas
(Suassuna et al., 1995; Camargo et al.,, 1996; Costa et al., 1999; Aquino e
Figueiredo, 2001).

Uma vez infectado o individuo ndo elimina mais o virus, permanencendo em
estado de laténcia podendo ser reativado em condi¢des especiais (Shen et al., 1996;

Bruggeman et al., 1999; Gupta et al., 2003; Lassener et al., 2000).

O HHV-5 infecta somente a populacdo humana, e sua transmissdo ocorre via
transmissdo horizontal e vertical, tais como; contato com secre¢Oes orofaringeas,
lagrimas e vaginais, liquido seminal, leite materno, urina, fezes e sanguinea. Ao lado de
véarias formas de infec¢cdo natural, o HHV-5 pode ser transmitido iatrogenicamente, por
meio de transfusdes de sangue e através do transplante de 6rgaos. (Alford e Britt, 1990;

Bruggeman, 1993; Brown e Abernathy, 1998).

As pesquisas correlacionando a idade e as prevaléncias da infeccdo pelo HHV-5
sugerem dois periodos de maior incidéncia da infec¢do; o periodo perinatal, via canal do
parto, leite materno, banco de leite e contato com criancas contaminadas e o periodo de
maturidade sexual, em contatos homossexuais ou heterossexuais (Drew, 1988;

Brown e Abernathy, 1998).
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A doenga clinica causada por HHV-5 ocorre por trés padroes epidemioldgicos:
1) infeccdo priméria, quando ocorre em pacientes previamente soronegativos;
2) secunddria quando ocorre a reativacao da infec¢dp latente e 3) secundaria por reinfec¢ao
por outras linhagens do virus (Hibberd e Snydman, 1995; Murray, 1997;
Patel e Paya, 1997; Maya e Azulay, 2000). A sintomatologia € diferente nestas
trés formas de apresentacdo da infeccdo, cerca de dois ter¢os dos pacientes com infec¢ao
primdria sdo sintomaticos, menos de 20% na reativacdo viral tem sintomas e cerca de

40% dos reinfectados tém sintomatologia atribuivel ao HHV-5 (Costa, 1999).

Estudos demonstram que o HHV-5 acomete com frequéncia os transplantados
de orgaos (Razonable et al.,, 2002), abfetando dois tercos desses pacientes,

independente do 6rgao transplantado (Rubin et al., 1979).

A infeccdo citomegdlica constitui a maior causa de morbidade e mortalidade
durante as primeiras 14 semanas pds-transplante, aumentando custos de permanéncia do
paciente no hospital, uma vez que favorece a superinfec¢do por patégenos oportunistas e
aumenta riscos de rejeicio do enxerto (Sutherland et al.,, 1992; Paya, 2002).
Nos transplantados hepaticos, a infeccdo pelo HHV-5 constitui a rejeicdo do implante.
Nos pacientes com infecc¢ao ativa, cerca de 80% desenvolverdao manifestacdes clinicas da
doenca e essa taxa pode ser maior quando o receptor € soronegativo e o doador soropositivo

(Gane et al., 1997).

O HHV-6 também ¢ comum na populacio humana, estima-se uma
soroprevaléncia em torno de 95% na populacdo em geral. A infeccdo pelo HHV-6 ocorre,
quase sempre, antes de 2 anos de idade, seguida por persisténcia viral com eliminagao
através da saliva. A transmissdo da infec¢do pelo virus pode ser horizontal ou vertical

(Silva, 2000).

No Brasil a soroprevaléncia estd em torno de 78% e estd taxa tem sido

prevalente principalmente no nordeste do Pais (Freitas e Linhares, 1997).

Nos 3 primeiros anos de vida, a infeccdo primaria do HHV-6 € detectada
através de fluido cerebroespinhal, isto sugere que o sistema nervoso central possa ser um
sitio de laténcia da infecc@o causada pelo virus. Em transplantados de orgdos sdlidos,

a infec¢do pelo HHV-6 corre em 14 a 82% dos casos (Dockrell et al., 1999).
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A soroprevaléncia da infec¢do por HHV-7 é de 5 para cada 7 criancas na
populacdo geral. No Brasil a soroprevaléncia em adultos e em criangas maiores que

10 anos € de 93% (Tanaka et al., 1994; Freitas et al., 2004).

A transmiss@o pode ser horizontal ou vertical, a primeira provavelmente ocorre
através de contato com saliva, transfusdes sanguineas e através de orgdos transplantados,
a segunda forma de transmissdo ocorre provavelmente através da placenta

(Taya et al., 2004) e leite materno (Freitas et al., 2004).

1.6- Manifestacoes clinicas

Na maioria das vezes a doenca por HHV-5 € subclinica (Lassener et al., 2000),
mas quando se manifesta em individuos imunocompetentes, ela pode ser similar a
mononucleose infecciosa caracterizando-se por febre, fraqueza, sudorese, mialgia,
hepatomegalia, esplenomegalia e adenomegalias (Capulong et al., 1998). Ictericia e
exantema maculopapular também podem ser observados. Entre os achados laboratorias,
pode ocorrer aumento de enzimas hepaticas TGO e TGP, linfocitose e presenga de nimero
aumentado de linfécitos atipicos (Pannuti et al, 1987; Pannuti et al, 2001;
Weller, 1971 a; Weller, 1971b).

Os pacientes que representam grupo de risco para o virus HHV-5 sio:
criancas com infec¢do congénita, pacientes portadores da Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida, pacientes submetidos a tratamento quimioterdpico, principalmente de leucemias

e linfomas e receptores de orgdos. (Pannuti et al., 1984; Ho, 1990).

A gravidade da infec¢do por HHV-5 nos transplantados, ird depender do status
sorolégico do doador e receptor, do regime de imunossupressao empregado e da duragdo do

tratamento quimioterdapico (Grundy, 1990).

As evidéncias de replicagdo viral e sintomas clinicos em transplantados
ocorrem principalmente no decorrer do 1° ao 4° més pés-transplante e sdo manifestacoes

clinicas mais comuns a pneumonia intersticial, esofagite, gastrite, colite, retinite, febre,
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demora na pega do enxerto nos casos de tranplantes de medula dssea, e nos transplantes de
orgdos sOlidos como (rim, figado, e coracdo) pode ocorrer a rejeicao

(Ljungman e Plotkin, 1995).

Em pacientes transplantados a doenga pode apresentar-se com sinais de
sindrome de mononucleose, tendo como achados febre, hepatomegalia, esplenomegalia,
mialgia, e achados laboratoriais como, enzimas hepdticas elevadas, linfocitose,

leucopenia sendo mais comum devido a imunossupressao.

Nos pacientes transplantados hepdticos, o HHV-5 € a principal causa de
infec¢do apds a cirurgia, sendo sua prevaléncia de 20 a 60% nesses pacientes. Entre os
pacientes com infeccdo ativa, aproximadamente 80% desenvolvem manifestacdes clinicas
da doenca (Cope et al., 1997). Estes valores aumentam consideravelmente quando o

receptor € soronegativo antes do transplante e o doador € soropositivo (Gane et al., 1997).

O HHV-6 estabelece infec¢dao latente no hospedeiro por toda a vida, e pode
reativar durante imunossupressdo. A reativagdo do HHV-6 apds transplante é comum,
e estd associado a infecgdes oportunistas, doenga citomegalica e possiveis episodios de

rejeicdo aguda (Deborka et al., 2003; Jacobs, 2003).

Virios estudos demostram que a infec¢do pds-transplante por HHV-6 tem sido
implicada como causa de hepatite, pneumonite, encefalite e sindromes virais febris

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

Os pacientes imunossuprimidos manifestam efeitos diretos e indiretos
decorrentes da infec¢do viral, por HHV-6. Sao efeitos diretos, febre com erupg¢des cutaneas,
mielossupressdao, pneumonite intersticial e quadros de encefalites. Os efeitos indiretos
resultam em exacerbacdo da infeccdo e doenca causada por HHV-5, com aumento da

frequéncia de infeccdes por agentes oportunistas (Razonable e Paya, 2002).

Foram observadas evidéncias soroldgicas de reativacdo simultanea de HHV-5

e HHV-6 ap6s o transplante (Ratnamohan et al., 1998).

Em pacientes transplantados hepéticos com soroconversio para HHV-6,
e foi identificado um significante fator de risco para o desenvolvimento dos sintomas da

doenga por HHV-5 (Humar et al., 2000).
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A infec¢do primdria por HHV-7 caracteriza-se por Exantema Subito ou
Roséola, muito comum em criangas. A doenca se apresenta com um quadro de febre alta
que dura poucos dias, e erupgdes cutaneas em média de 24 4 48 horas

(Lautenschlager et al., 2002).

Em individuos imunossuprimidos que receberam transplante de 6rgdos pode
ocorrer reativacdo em cerca de 14 a 46% dos transplantados. Essa variacdo é devido a
condi¢do clinica do paciente, tipo de imunossupressdo € o método de deteccdo viral

utilizado (Yoshikawa et al., 2003; Razonable et al., 2002).

O HHV-7 mantém laténcia, com baixo nivel de replicacdo viral, apds infeccao

primadria, podendo se reativar apds um periodo de disfun¢io imune.

Nos pacientes imunossuprimidos os fatores que controlam a reativacdo do
HHV-7 ndo estd estabelecida, mas parece estar associada ao grau de imunossupressao.
Sugere-se que os fatores que controlam a reativacdo ou aumento da replicagdo do HHV-7
em individuos imunossuprimidos pode ser similar ao previamente identificado para o

HHV-5 (Mendez et al., 2000).

A reativagio do HHV-7 tem sido também associada com febre,

mielossupressdo e encefalite (Feldstein et al., 2003).

1.7- Diagnostico laboratorial

As miultiplas formas clinicas da citomegalovirose, tornam o diagndstico clinico
bastante dificil sendo extremamente necessdrio a utilizacio de exames laboratoriais

complementares.

O diagnéstico laboratorial pode ser realizado por meio de 5 categorias de
métodos: citologicos e histolégicos, isolamento do virus, soroldgicos, identificacdo de
antigenos  virais e métodos moleculares. (Chou, 1990; Myers, 1997;

Lautenschlager et al., 2000).
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1.7.1- Técnicas Citopatoldgicas e Histopatoldgicas
1.7.1.a- Técnicas Citoldgicas

Estes métodos para identificacdo do HHV-5 podem ser realizados em materias
aspirados de tecidos e secre¢cdes (Drew 1988; Suassuna e Machado, 1992;
Maya e Azulay, 2000). Baseiam-se na pesquisa de células com inclusdes citoplasmaéticas
tipicas; entretanto, por apresentarem baixa sensibilidade atualmente tem pouquissimo uso

na prética clinica.

1.7.1b- Técnicas Histoldgicas

Este método de detecgdo é realizado por visualizacdo das inclusdes tipicas nos
tecidos. A deteccdo inclusdes tipicas permitem muitas vezes correlacionar o HHV-5 a
disfun¢do ou lesdao do 6rgdo estudado. Porém, este método apresenta de baixa sensibilidade.
As vantagens desta técnica sdo o baixo custo, simplicidade e disponibilidade da utiliza¢do

do equipamento (Figura 3) (Suassuna e Machado,1992; Maya e Azulay, 2000).

Figura 3- Inclusdao do HHV-5 em tecido
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1.7.2- Isolamento Viral

O isolamento do HHV-5 pode ser feito dos fluidos bioldgicos como urina,
saliva, sangue, secre¢des cervicais, leite materno, lavados e aspirados de 6rgdos, e bidpsias
(Weller e Hanshaw, 1962). Ao serem coletados, os mesmos devem ser processados
imediatamente, por serem termolédbeis. Caso haja necessidade de transporte do material este
devera ser realizado em condi¢des ideais de temperatura. O método de cultura independente
do material a ser estudado, constitui um processo lento, em torno de 25 dias,
devido a replicacdo viral (Pannuti, 1984; Costa, 1999). O diagndstico cldssico para
demonstrar infec¢do ativa por HHV-5 € a cultura viral, inoculagdo do material suspeito em
cultura de fibroblastos humanos, tinica linhagem celular que permite sua replicacdo in vitro.
Porém, os métodos de cultura celular sdo complexos e o efeito citopatico € observado apds

muitos ciclos de replicagdao (Chou, 1990; Ho, 1991).

Como o HHV-5, a cultura celular pode ser usada para isolar e identificar o
HHV-6 com base na aparéncia dos efeitos citopdticos especificos (Singh e Carrigan,
1996). O HHV-6 pode ser isolado de linfécitos de criancas durante a febre e a fase

pré-eruptiva do exantema subito (ES) (Braun, 1997).

O isolamento do HHV-6 foi a técnica originalmente utilizada para identificacao
desse novo 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.

Um rdpido ensaio pode detectar infeccdo ativa do HHV-6 em 72 horas.
Nesse ensaio, células mononucleares de sangue periférico sdo inoculadas em fibroblastos
dipléides humanos por 48 horas, marcados com antisoro especifico para o principal

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

O isolamento do HHV-7 pode ser feito em células mononucleares de sangue
umbilical ativadas com fitohemaglutinina (agente que induz transformacdo blastica em
células T) e com adi¢do de interleucina-2 e popibrene, esta ultima, uma substancia que
facilita a infec¢do celular pelo HHV-7. A transferéncia das culturas para linhagem celular

T linfoblastéide — Células SupT1 tem sido descrita (Ablashi et al., 1998).
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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 deve ser feita com seringa apds o corddo ter sido
cortado e o sangue € introduzido em tubos estéreis contendo heparina. Posteriormente os
tubos devem ser encaminhados para andlises, e o processamento do material realizado de

forma rdpida para garantir a viabilidade celular.

As células mononucleares sdo isoladas com utilizagdo de gradientes de
densidade (Ficcoll-Hypaque), lavadas em PBS e cultivadas a 37°C em meio de cultura
RPMI-1640 contendo soro fetal bovino. A cultura do material € inoculada e incubada em

estufa de CO? ou sitema fechado.

1.7.3- Soroldgicos

Quando ocorre infec¢do primdria, os anticorpos de classe IgM sdo os primeiros
a serem sintetizados, seguidos posteriormente, pelos de classe IgG. Estes ultimos
permanecem pelo resto da vida do individuo (memdria imune). A detec¢do de anticorpos da

classe IgG indica contato prévio ou antigo.

As duas principais razdes para o uso clinico dos testes soroldgicos para HHV-5
em transplantados de 6rgdos sdo a determinacdo da susceptibilidade a infec¢do primadria
(mais frequentemente sintomadtica no receptor) e a avaliacdo do sangue do doador quanto a

prévia exposicdo ao HHV-5 (potencial de transmissdo do HHV-5 latente) (Chou, 1990).

Virios métodos soroldgicos sao utilizados para a detec¢do de anticorpos contra
o HHV-5. Os métodos cldssicos ndo discriminam anticorpos IgM e IgG e dentre estes hd a
neutralizacdo viral e a fixacdo do complemento. Os métodos sorolégicos modernos
detectam anticorpos da classe IgM e IgG contra 0 HHV-5 por técnicas soroldgicas variadas

como FElisa e Imunofluorecéncia Indireta.

Para o HHV-7 ocorre também os aumentos de titulos de IgM na infeccdo
primdria e posteriormente aparece IgG, 4 qual permanece pelo resto de vida do individuo,

indicando a memdria imunoldgica para o virus.
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Pesquisa e quantificacdo de anticorpos das classes IgM e IgG anti- HHV-7 tem
sido muito utilizadas por pesquisadores para determinar a soroprevaléncia desse virus na
populacdo em geral. No entanto, a utilidade da sorologia para monitorizacdo de pacientes
imunossuprimidos ainda nao estd bem definida. A reagdo cruzada entre HHV-7 e 0o HHV-6
¢ um fator preocupante, porque a maioria dos soros humanos t€m anticorpos para os

dois virus (Ablashi et al., 1998).

1.7.3.a- Imunofluorescéncia

Apresenta elevada sensibilidade, além de detectar diferentes classes de
imunoglobulina (Reynalds et al., 1979) Os testes de imunofluorecéncia podem ser
classificados em direto ou indireto. O ensaio de imunofluorescéncia direta (IFD) ¢é
empregado na pesquisa e na localiza¢do de antigeno em células ou tecidos, através de um
anticorpo especifico marcado com fluorocromos (conjugado). O conjugado se fixa ao
antigeno, formando um complexo estavel. O anticorpo ndo ligado é removido por lavagens
e o preparado é observado em microscépio de imunofluorescéncia. Este ensaio requer o
prepraro de um conjugado especifico para cada sistema que se queira estudar. O ensaio de
imunofluorescéncia indireta (IFI) apresenta varias vantagens, pois € sensivel, especifico e
reprodutivel, de padronizacdo e execucdo simples. O mesmo conjugado pode ser utilizado
em sistemas diferentes e podem-se determinar as classes e subclasses de anticorpos
utilizando-se ~ conjugados  especificos. A  necessidade de  microscopio de
imunofluorescéncia, a subjetividade na leitura e ndo automacgao representam limitagdes do

teste (Roitt et al., 1999).

A imunofluorescéncia indireta (IFI) tem sido empregada com freqiiéncia no
diagnostico sorolégico do HHV-7. Para confeccdo das laminas, células de sangue do cordao
umbilical ou células T1 infectadas com cepas de HHV-7 sdo depositadas no centro da
lamina de microscopia, secas e fixadas. As laminas sao recobertas com dilui¢cdes adequadas
da amostra do paciente (soro ou plasma) e incubadas em camara umida a 37°C por tempo
indeterminado. Apds, a incubacdo, elas sdo lavadas com tampao para retirar os anticorpos e
outras proteinas que ndo se ligaram aos antigenos virais. Em seguida as 1aminas devem ser
recobertas com anticorpos anti-IgG ou anti-IgM especifico marcados com fluoresceina,

incubadas e lavadas novamente.
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Na presengca de anticorpos na amostra eles se ligardo as proteinas virais
presentes na superficie das células fixadas e os anticorpos marcados com fluoresceina se
ligardo aos anticorpos especificos para revelar a reacdo acrescentados depois. As laminas
sdo levadas ao microscopio de fluorescéncia onde se observam células com coloragdo

fluorescente esverdeada quando positiva.

1.7.3b- Imunoensaios

O Imunoensaio tipo Elisa (Enzyme Linked Imunosorbent Assay) tem sido
descrito como método para avaliacdo soroldgica de varios agentes infecciosos. A técnica
baseia-se na utilizacdo de antigenos ou anticorpos com enzimas e permitem a detecgao,
titulacdo e quantificagdo de substincias de interesse bioldgico. Neste ensaio a reagdo
antigeno-anticorpo € monitorada por medida da atividade enzimatica. Este teste foi
desenvolvido como uma alternativa ao radioimunoensaio, o qual utiliza is6topos
radioativos, para a detec¢do de antigenos e anticorpos. O teste detecta quantidades
extremamente pequenas de antigenos ou anticorpos especificos, podendo ter elevada
precisdo se os reagentes e os parametros do ensaio forem bem padronizados. No teste de
Elisa indireto, amplamente empregado para pesquisa de anticorpos, antigenos purificados
sao imobilizado numa placa de plastico, onde o soro a ser testado deverd ser adicionado.
Se na amostra existirem anticorpos contra o antigeno imobilizado, ocorrerd a ligacdo entre
os dois imunorreagentes. A seguir, o sistema € lavado, para remog¢ado dos anticorpos nao
ligados. Na etapa seguinte, adiciona-se um conjugado a placa (anti-imunoglobulina
humana, marcada com uma enzima). Finalmente, acrescenta-se um substrato que sofre a
acdo da enzima, gerando um produto colorido, detectado visualmente ou por fotometria.
A técnica permite detectar quantitativamente diferentes classes de imunoglobulinas,

possuindo boa sensibilidade e especificidade ( Ablashi, 1999; Roitt et al, 1999).

Métodos de Elisa para o HHV-7 usando lisado de células SupT1 infectadas por
este virus e concentrados de particulas virais foram descritos (Ablashi et al., 1998).
M¢étodo similar utilizando células mononucleares de corddo umbilical infectadas com uma

cepa diferente de HHV-7 ja foi descrito (Black et al., 1996).
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1.7.3c- Método de Avidez para deteccao de anti HHV-7

No teste de avidez, uma titulacdo de anticoorpos IgG € realizada e repetida na
amostra apds o tratamento com solu¢@o tampao contendo uréia. Os anticorpos de classe 1gG
quando comecam a serem sintetizados possuem baixa avidez pelo antigeno produzindo
ligacdes antigeno-anticorpo fracas e sensiveis 4 a¢do da uréia que € capaz de desfazer essas
ligagdes. Os anticorpos que estdo sendo sintetizados por mais tempo produzem ligagdes

antigeno-anticorpo mais fortes, pouco ou nada sensiveis a a¢do da uréia.

1.7.3d- Método Western Blot para HHV-7

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

moleculares.

As fitas de nitrocelulose contendo as proteinas separadas sdo colocadas em
contato com uma diluicdo de amostra (soro ou plasma) e, apds incubacdo a
imunoreatividade € revelada em bandas por anticorpos anti-IgG marcados com fosfatase

alcalina.

O teste tem sido considerado imunologicamente especifico para o HHV-7
(Black et al., 1996), sendo utilizado como util para resolver problemas de reatividade

sorolégica cruzada.

1.7.4- Antigenemia
1.7.4a- Antigenemia para HHV-5

Este método tem sido amplamente utilizado, para diagndstico da infec¢do ativa
pelo HHV-5 em transplantes de orgdos. A identificacdo de antigenos especificos do HHV-5

em amostras de sangue periférico tem sido aplicado como principal marcador precoce de
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infec¢do ativa. Sua eficdcia € boa por ser uma técnica rdpida, direta e sensivel, sendo
considerada uma técnica quantitativa, pois permite correlacionar viremia com gravidade
da doenga clinica (The et al.,, 1990; van der Berg et al, 1991; The et al, 1992;
Lo et al, 1997; Niubé et al, 1996). Para técnica da Antigenemia se faz necessdrio a
utilizacdo de anticorpos monoclonais (C10 e C11) que detectam o antigeno viral pp65, que
€ uma proteina estrutural expressa em leucdcitos durante da fase precoce na replicacdo
viral. Sdo extremamente especificos pois, ndo sdo detectadas em reagdo cruzada de células
infectadas com outros virus pertencentes a familia Herpesvirinae, e também nio reagem

com outras células humanas (Boeckh et al., 1998).

Este teste consiste em varias fases incluindo isolamento dos leucdcitos do
sangue periférico, lise direta dos linfdcitos, separagdo dos polimorfonucleares, preparagcao
de laminas microscdpicas, imunocoloragdo com a utilizacdo dos anticorpos monoclonais,
fixacdo feita com formaldeido e permeabilizador e avaliacdo microscépica

(The et al, 1990; Boeckh et al, 1994; Gerna et al, 1992).

A vantagem da Antigenemia € por ser um método que pode ser facilmente
quantificada, revelando a carga viral, que € ttil na diferencia¢ao de doenca pelo HHV-5 de
outras complicacdes, na avaliacdo da eficdcia da terapia antiviral e posteriormente na
deteccdo precoce da resisténcia ao medicamento. Existem relatos que demonstram que a
deteccdo de 2 a 5 células coradas por 50.000 polimorfonucleares analisados, apresentam um
risco de 10% de desenvolver doenca pelo HHV-5, mas se houver 50 células por

50.000 polimorfunucleares, o risco € superior a 70% (The et al., 1992; Lo et al., 1997).

O método € sensivel para deteccao da carga viral, € um teste de boa escolha
para laboratdrios com baixo a médio volume de testes, sendo considerado o mais adequado
para a orientacdo na terapia precoce € para monitorizagdo laboratorial eficaz num
acompanhamento clinico e para controle da resposta terapéutica com o ganciclovir

(Gondo et al., 1994).

A desvantagem da referida técnica é por se fazer necessdrio a rapidez no
processamento do material coletado, sendo recomenddvel de 6 a 8 horas, para que nao

ocorra diminuicdo de sensibilidade; nos pacientes com neutropenia, este exame nao pode
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ser realizado, devido a contagem baixa dos granuldcitos, sendo nesta situagdo recorrer a
testes moleculares os quais também tem como vantagem a possibilidade do material a ser
investigado poder ser estocado em torno de 72 horas na temperatura ambiente sem ocorrer
diminuic¢ao significante dos niveis de DNA (Boeckh e Boivin, 1998; Boeckh et al., 1992;
Maya e Azulay, 2000; Roberts et al., 1997).

1.7.4b- Antigenemia para HHV-6 e HHV-7

A técnica de antigenemia também pode ser empregada para determinar infec¢ao
ativa por HHV-6 e HHV-7. Pode ser utilizado anticorpos, contra diversas proteinas virais,
o essencial € que se utilize anticorpos contra as proteinas especificas para os diferentes
herpesvirus de interesse médico (HHV-5 , HHV-6 e HHV-7) (Launtenschager et al.,
2002).

O método para determinacao da antigenemia para HHV-6 e HHV-7, consiste na
separacdo de células mononucleares de sangue periférico colhido com anticoagulante
EDTA (Launtenschager et al., 2002). E realizada a preparacio das laminas através de
gradiente de densidade (Ficcol-Hypaque) e citocentrifugacdo em laminas de microscopia.
As laminas sdo fixadas e recobertas com anticorpos monoclonais de rato contra os

antigenos precoce e tardio.

A reacdo de imunoperoxidase € realizada utilizando anticorpos anti-rato de
coelho e de cabra anti-coelho, conjugados coelho anti IgG camudongo e de soro de cabra

anti-IgG de coelho marcado com peroxidase como segundo e terceiro anticorpos.

A reacdo ¢é revelada pela adi¢do de 3-amino-9ethyl-cabazole e peréxido de
hidrogénio usando hematoxilina de Mayer como contra-corante. As laminas devem ser
observadas em microscopio Optico para a verificagdo e contagem das células que exibirem
reacdo positiva. As células positivas (linfocitos) apresentardo coloragdo amarelo escuro ou

marrom em seu citoplasma.
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1.7.5- Nested PCR ( Reagdo Dupla em Cadeia da Polimerase)

z

A amplificacdo génica € um método de biologia molecular que permite a
producdo de grande quantidade de fragmentos especificos de DNA, a partir de substratos
complexos e em concentracdes diminutas (Saiki et al., 1985; Shibata et al, 1988;

Demmeler et al, 1988; Olive et al, 1989; Costa et al, 1992).

Este procedimento consiste em repetidos ciclos de sintese de DNA por meio de
dois iniciadores (“primers”), sendo segmentos de aproximadamente 20 nucleotideos,
com sequéncias complementares as duas extremidades do fragmento alvo, e levados por
uma reacdo enzimdtica mediada por polimerase, com atividade em altas temperaturas
(“taq DNA polimerase”). Os “primers‘ flaqueiam a regido alvo do DNA a ser duplicada,
este produto € utilizado como um substrato para o outro, resultando em ciclos.
Portanto o nimero de copias do fragmento alvo tem um aumento exponencial, facultando,
no final de 30 ciclos, um acréscimo na ordem de 106 copias, valendo-se de uma tnica
célula. Cada ciclo da reacdo de amplificacdo € constituido por trés fases distintas:
Desnaturacao, onde ocorre a separagao das hélices do DNA a ser amplificado, Anelamento,
onde ocorre a ligacdo complementar entre os primers € o DNA a ser amplificado e
Extensdo que faz sintese do DNA pela Tag DNA polimerase (Saiki et al., 1985;
Shibata, 1988).

Ap0s alguns ciclos, as fitas de DNA que correspondem a sequéncia-alvo estardo
presentes em maior quantidade do que as fitas de comprimento varidvel. Os fragmentos
com comprimento varidvel correspondem a uma pequena fracao de todas as cépias de DNA

(Pozo e Tenorio, 1999).

Alguns estudos tém sugerido que a técnica de Nested PCR para diagnoéstico da
infeccdo pelo HHV-5 produz resultados compativeis a cultura cldssica, atingindo 100% de
especificidade e 93% de sensibilidade, sendo uma metodologia mais rédpida
(Olive et al., 1989; Evans et al.,, 1997). Em todos os trabalhos os resultados foram
alcancados apds hibridiza¢ao do produto da amplificacdo simples, com sondas especificas
marcadas com P3 (Maya e Azulay, 2000).

Com base nos trabalhos pioneiros (Shibata et al., 1988), a técnica de PCR foi
introduzida na literatura para o diagndstico da infec¢do pelo HHV-5 em varios grupos de

risco para esta doenca.
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Diversos métodos de PCR sdo utilizados atualmente: PCR simples,
“Nested” PCR (dupla PCR), RT-PCR (PCR ap6s transcri¢dao reversa); a técnica de PCR
pode ser qualitativa ou quantitativa, entretanto sua padronizacio ndo estd bem estabelecida,
diferentes labroratérios amplificam diferentes regides do genoma utilizando diferentes

pares de primers (Gerna et al., 1996).

O aumento da especificidade e sensibilidade da PCR foram alcancados pela
“Nested-PCR” (Brytting et al., 1991). Esta variacdo da PCR é uma técnica que amplifica
uma sequéncia alvo em dois passos, na primeira, utiliza-se um par de “primers” especificos
para um fragmento alvo desejado; uma aliquota da 1* reacdo, € submetido a nova reacdo de
amplificacao utilizando um par de primers internos ao primeiro, por iSso ocorre 0 aumento
da sensibilidade e especificidade da reacdo. Este produto final é detectado em gel agarose

(Britting et al., 1991; Fox et al., 1995; Ehrntst, 1996).

1.8- Tratamento e prevencio da infeccao ativa pelo HHV-5, HHV-6 E HHV-7

O tratamento da infeccao ativa causada por HHV-5 estd na atualidade, limitada
a pacientes imunocomprometidos e restrita no Brasil a dois agentes antivirais: ganciclovir e
foscarnet, ambos com acdo inibidora da replicacdo viral (Balfour, 1990). Porém, os virus
latentes, permanecem na forma epissomal no interior das células infectadas nido sendo
elimiminados. Consequentemente, os virus ndo podem ser removidos do organismo e

recorréncias sdo possiveis, mesmo apds tratamento efetivo (Smith et al., 1997).

A administracdo do ganciclovir, que é um andlago da guanina, tem potente
atividade contra o HHV-5, inibindo a replicac¢do viral. O ganciclovir pode causar também
granulocitopenia, trombocitopenia, azoospermia e elevacdo da creatinina sérica e

nefrotoxidade (Crumpacker, 1996).

O foscarnet é um andlago do pirofosfato que inibe a sintese da DNA
polimerase, tem como efeito colateral a nefrotoxidade, elevando os niveis de creatinina
sérica causando hipercalemia, hipofosfatemia, podendo ocorrer convulsdes e ulceras

penianas ou vulvares (Balfour, 1990; Drew, 1992).
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Algumas alternativas terapéuticas sdo utilizadas na pratica clinica para previnir
doenca por HHV-5 em receptores de 6rgdos, uma delas a administracdo de ganciclovir em
todos os pacientes soropositivos, porém este tratamento expde numero substancial de
pacientes a um medicamento potencialmente téxico, a outra alternativa € a utilizacdo de
métodos laboratoriais para diagndstico precoce, como a antigenema para a deteccdo de
replicacdo viral ativa, contribuindo para minimizar custos e toxidade da terapia

desnecessaria (Goodrich et al., 1991; Schmidt et al., 1991, Winston et al., 1993).

Os pacientes transplantados que sdo submetidos ao tratamento com o
ganciclovir, tétm uma melhora no quadro clinico. Nos pacientes transplantados,
o ganciclovir e foscarnet demonstram descréscimo da carga viral do HHV-6,

similar ao decrécimo da carga viral do HHV-5 (Abdel e Asmar, 2004).

Estudos recentes tem sugerido que a infeccdo por HHV-6 e HHV-7 pode ser
uma importante causa de morbidade em pacientes transplantados hepaticos
(Lautenschlager et al., 2000). Tem sido observado em alguns estudos a associagdo entre
HHV-5, HHV-6 e HHV-7 em receptores de medula, transplante renal e hepatico
(Thira et al., 2001; Feldsteis et al., 2003).

Foi demonstrado que HHV-6 apés infectar o figado implantado, pode causar

disfun¢ao do enxerto, como também ocasionar a rejeicao (Lautenschlager et al., 2002).

As inter-relacdes dos herpesvirus HHV-5, HHV-6 e HHV-7 e seu impacto
clinico nos pacientes que sdao submetidos a transplantes de 6érgaos tém sido pouco estudadas

no Brasil.
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2- OBJETIVOS
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Baseando-se na importancia clinica da infec¢do ativa pelos herpesvirus de
interesse médico, este estudo visou monitorizar prospectivamente receptores de transplante
de figado em relacdo a infeccdo ativa pelo HHV-5 e a correlagdo com o HHV-6 e HHV-7,

utilizando técnicas de Antigenemia e Nested-PCR.

2.1- Principais

e Monitorizacdo da Infeccio Ativa por HHV-5 pela antigenemia e Nested-PCR

(sangue periférico);

e Monitorizacdo da Infeccio Ativa por HHV-6 por Nested-PCR através de

(sangue periférico);

e Monitorizacao da Infec¢cdo Ativa por HHV-7 por Nested-PCR (soro).

2.2- Secundarios
e Padroniza¢do da Antigenemia para HHV-6 (sangue periférico);

e Padronizacdo da Antigenemia para HHV-7 (sangue periférico).
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3- CASUISTICA
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No presente estudo, foram acompanhados 70 pacientes de ambos 0s sexos,
de qualquer fenétipo e etnia submetidos a transplante de figado no Hospital das Clinicas da
Unicamp, no periodo de 2004 a 2006. Destes apenas 53 fazem parte dessa casuistica,
os 17 restantes foram excluidos deste estudo por ndo se enquadrarem nos critérios de

inclusio descritos abaixo.

A monitorizacdo dos pacientes foi realizada prospectivamente desde o
pré-transplante no ato cirirgico e poés-transplante, semanal no 1° més, quinzenal do

2° a0 3° més e mensal do 3° més até o final do 1° ano.

Os pacientes foram recrutados pelos responsdveis pela Unidade de Figado e
Transplante Hepético do Hospital das Clinicas da UNICAMP e o sangue encaminhado ao
Laboratério de Diagndstico de Doencas Infecciosas por Técnicas de Biologia Molecular do

Departamento de Clinica Médica.

Todos os pacientes que participaram deste trabalho foram informados sobre os
procedimentos a serem adotados e concordaram com a coleta do material necessario para o

estudo mediante assinatura do termo de consentimento.

e Termo de Consentimento (Livre e Esclarecido) foi preenchido e assinado pelo paciente

ou responsavel no momento da coleta.

O esquema de imunossupressdao padronizado no setor de transplante hepético

seguiu 0s seguintes parametros:

Metilpredinisona: 1,0g 1.V no intra operatério, com redugdo até 20mg ao redor do 5° dia;

e Prednizona: 20 mg no intra operatério com reducgdo até 20mg ao redor do 6° ao 30° dia,
15 mg do 31° ao 60°, 10mg do 61° ao 180° dia, com retirada gradativa. (com excecdo dos

pacientes portadores de doenga auto imune);

e Ciclosporina: 0,4 a 0,8 mg por kg ao dia procurando-se alcangar niveis sanguineos entre

200-300ng/ml;

e FK (tracolimus F506): 0,1 mg/kg/dia entre 8 a 12 ng/ml.
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Todos os receptores de transplante hepatico desse estudo fizeram profilaxia
para infeccdo por Herpes Simples com Aciclovir — 200 mg 12/12h ou 8/8h — durante
60 dias. Os pacientes nao fizeram profilaxia para HHV-5. Quando apresentaram infec¢ao
ativa para o virus, receberam ganciclovir, mesmo na auséncia de sintomas

(Tratamento precoce).

3.1- Critérios para diagnéstico de infeccao ativa para HHV-5

e 2 ou mais N-PCR positivos consecutivos (intervalo dentro de 30 dias)

e/ou antigenemia positiva (1 ou mais células positivas).

3.2- Critérios para diagnostico de infeccao ativa pelo HHV-6 e HHV-7

e Para o HHV-6 ainda ndo hé consenso na literatura e, portanto, seguimos as mesmas
especificagdes adotadas para o HHV-5. Para o HHV-7 como a Nested PCR foi

realizada no soro consideramos infec¢ao ativa pelo menos uma reagdo positiva.

3.3- Critérios para diagnostico de co-infeccao por HHV-5, HHV-6 e HHV-7

e Infeccdo ativa simultinea por esses virus.

3.4- Critérios para caracterizar provavel doenca por HHV-5

Para caracterizacdo de provdvel doenca por HHV-5, além das evidéncias
laboratoriais de infeccdo ativa citadas anteriormente, fez-se necessirio a presenca de
manifestacdoes clinicas compativeis com aquelas sabidamente causadas pelo HHV-5
(Ljugman e Einsele, 1994). (** indica as manifestacées mais comuns encontradas em

nosso grupo de pacientes)b

Casuistica

84



a) **  Leucopenia  (glébulos  brancos< 3,5 x  10°L),  trombocitopenia

(plaquetas<100 x 10°/L) e atipia linfocitdria igual ou maior que 3%;
b) ** Febre maior ou igual a 38°C por no minimo 3 dias sem foco detectado;

¢) Pneumonia intersticial: sintomatologia de pneumonia (achados radiolégicos e/ou

hipoxemia);

d) ** Doenca Gastrintestinal: pode causar um grande numero de sintomas desde

inflamacdo difusa até hemorragias, os mais comuns sao esofagite, gastrite e colite;

e) Hepatite ou Colangite: pode ser uma manifestacdo inicial de infeccdo por HHV-5,

sendo ainda mais freqiliente em transplantados hepaticos;

f) Doencas neurologicas: geralmente sintomas como encefalite, meningite e mielite,

associadas com detec¢do de HHV-5 por PCR em liquido cérebro-espinhal;

g) Retinite: manifestacio tardia e incomum da infeccao por HHV-5 ocorre geralmente apds

6 meses do transplante, podendo levar a hemorragia e conseqiientemente cegueira;

h) Nefrite: “nefrite por HHV-5" pode ser definida pela detec¢dao da infec¢ao pelo HHV-5
sempre com a identificacdo histoldgica em bidpsia de rim obtida do paciente com

disfunc¢do renal;

i) Miocardite: sempre com identificacdo histolégica convencional em bidpsia de coracdo

obtida de pacientes com miocardite.

3.5- Critérios para caracterizar provavel doenca por HHV-6

Foram consideradas manifestagdes clinicas compativeis com a infec¢do por
HHYV-6 as observadas nos pacientes com testes positivos para HHV-6 e febre alta (>38°C),
erupgdes cutineas, disfuncdo hepatica (alanina aminotransferase > 100IU/ml), disenteria,
pneumonite intersticial, microangiopatia trombdtica, encefalite e, principalmente,

mielossupressao.
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Segundo um estudo feito por Sashihara et al., 2002, foram observados em
receptores de “stem cells” durante infeccdo ativa por HHV-6, sintomas e condi¢des que
incluem  febre alta (>39,0°C), erupcdes cutidneas, disfuncdo  hepatica
(alanina  aminotransferase ~ >100 IU/ml), disenteria, pneumonite intersticial,

e microangiopatia trombdtica, encefalite e mielossupressao.

3.6- Critérios de inclusdo no estudo

e Assinatura do Termo de Consentimento livre e esclarecido do paciente para a coleta
de amostras de sangue para andlise pré-transplante e monitorizagdo pds-transplante

por um periodo de 6 meses a um ano;

e Sobrevida dos pacientes transplantados e do figado de pelo menos 1 més apds o

transplante hepatico;

e Acompanhamento regular.

3.7- Critérios de exclusio no estudo

o Foram excluidos os pacientes que evoluiram a 6bito no ato cirdrgico ou que ndo

sobreviveram ao primeiro més pds-transplante;

o Foram excluidos os pacientes que ndo tiveram um acompanhamento regular

adequado pés-transplante.

Assim, foram analisados 53 pacientes, com seguimento satisfatério e com um
minimo de 1 més de acompanhamento. A mediana de idade dos pacientes foi de 41,8 anos
(minima de 5 e mdxima de 64 anos) e mais da metade deles 35 (66%) pertenciam ao sexo

masculino (Tabela 1 e Grafico 1).
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4- METODOS
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Em tubos com EDTA foram colhidos 4 ml de sangue de pacientes no centro
cirargico (pré-transplante) e no ambulatério da Unidade de Figado e Transplante Hepatico
do Hospital das Clinicas da UNICAMP (Pos-Transplante). Os testes laboratoriais foram
realizados no Laboratorio de Diagndstico de Doengas Infecciosas por Técnica de Biologia

Molecular da FCM-UNICAMP.

A monitorizagdo da infeccdo ativa pelo HHV-5 foi feita utilizando-se a
detec¢do de antigenos virais em células do sangue periférico (Antigenemia) e a detecgdo de
fragmentos de DNA virais extraidos de células do sangue periférico e amplificados pelo

método N-PCR.

A monitorizagdo da infecgdo ativa pelo HHV-6 foi feita a partir de amostras de
DNA extraidos do sangue periférico amplificando-se o DNA viral com o método N-PCR.
Também, foi realizada a padronizac¢do da antigenemia para o HHV-6, e analise de amostras

de 4 pacientes.

A monitorizagdo da infec¢do ativa por HHV-7 foi feita utilizando-se soro para a

realizagdo da Nested-PCR para o HHV-7

4.1- Antigenemia
4.1.1- Antigenemia para HHV-5

O teste de antigenemia foi realizado a partir dos métodos descritos por

Van der Bij ef al, 1988; Boeckh, M., 1992, com algumas modificagdes.

As amostras de sangue (4ml) foram coletadas em tubos contendo como

anticoagulante EDTA e processadas no prazo de até 6 horas ap6s coleta.

4.1.2- Extracdo de polimorfonucleares

Os leucotcitos foram sedimentados com dextran a 6% (sangue/dextran na
proporcao 4:1). O sobrenadante (rico em leucocitos polimorfonucleares) foi removido e
centrifugado. Para remog¢do das hemacias persistentes, foi usada uma suspensao de cloreto

de amoénio a 4°C, seguido de centrifuga¢do. O sobrenadante foi entdo desprezado
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novamente ¢ o sedimento celular lavado com PBS, centrifugado e entdo foi ressuspendido

em 200ul a 1000ul de PBS.

4.1.3- Preparacdo das laminas

Apds a extracdo, os leucocitos foram contados em camara de Newbauer e
preparada uma suspensdo com 1,5 a 2 x 10° células/ML. 100ul desta suspensio foram

colocados em citofunil e centrifugados em citocentrifuplga (Marca Revan-mod. Citociclo).

4.1.4- Reacao das laminas

A seguir, as laminas (feitas em duplicata) foram secas, fixadas com
Paraformaldeido, lavadas com PBS e soro fetal bovino e permeabilizadas com
Nonidet P-40. Apo6s nova lavagem, as laminas foram secas e a area de reacdo delimitada
com esmalte e estocada a temperatura de — 80° C. O anticorpo monoclonal utilizado foi o
CLONAB do laboratério BIOTEST AG (Dreieck-W. — Germany), contendo uma
combinagdo de anticorpos monoclonais C-10 e C-11, que reconhecem o antigeno pp65 do
HHV-5. Foi aplicado 35ul do monoclonal diluido 1:10 em PBS por area de reacdo e
incubado em camara imida a temperatura de 37°C. A seguir, as laminas foram lavadas com
PBS. O conjugado utilizado foi o anti-mouse (Horse Radish Peroxidase labeled goat
anti-mouse Ig(G) do laboratorio BIOTEST AG. Foi aplicado 35ul do “anti-mouse
peroxidase” diluido 1:80 em PBS na é4rea da reacdo. Em seguida, as laminas foram
incubadas a temperatura 37°C em camara umida e depois lavadas com PBS.
Apos as lavagens, as laminas foram cobertas com a solugao de AEC (amino-etil-carbazol-
Sigma), recém-preparada (20 mg de AEC dissolvida em 5 ml de dimetilformamida-Sigma)

e em 100 ml de tampao (acetato de sodio 0,1 M, pH 4.9) e adicionado 50 pl de H)O2 a

30% e deixadas no escuro, a temperatura ambiente. A seguir, foram lavadas com tampao

de acetato de sodio 0.1 M, pH 4.9.
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4.1.5- Coloragao das laminas

Apods serem lavadas com PBS, foram coradas com hematoxilina de Mayer,

marca MERCK, e a seguir montadas com glicerina tamponada.

4.1.6- Leitura das laminas

Foi utilizado um microscopio 6ptico, marca Nikon.

4.1.7- Interpretacao da leitura

Células positivas: nucleo marrom, coloracdo total ou perinuclear em

polimorfonucleares e ocasionalmente em mondcitos.

Células negativas: nucleo azul.

4.2- Antigenemia para HHV-6 e HHV-7

Foram coletadas amostras de sangue em 2 tubos contendo EDTA e em uma

grade com superficie reta foram colocados 3 tubos falcon etiquetados (para cada amostra).

4.2.1- Extracdo de células mononucleares (1? parte)

No primeiro tubo adicionou-se sangue e soro fisioldgico ou PBS em partes

iguais e a mistura foi homogenizada por inversao lentamente.

No segundo tubo adicionou-se o Ficcoll-Paque na mesma propor¢do do sangue

mais soro.

Transferiu-se o sangue que foi misturado juntamente ao soro com o auxilio de
pipeta pasteur deixando escorrer na parede do tubo sobre o Ficoll, obtendo-se 3 partes na

mesma propor¢ao. A seguir o tubo foi levado a centrifugagao por 25 min a 1900 RPM.

As células resultantes foram coletadas com auxilio de pipeta pasteur
(estas células se agrupam como uma nuvem branca concentrada no meio do material entre
hemaécias e sobrenadante. Transferiu-se este material para o terceiro tubo, completando

para 10 ml de soro ou PBS e centrifugando durante 7 minutos a 2200 rpm.
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O pellet que fica no cone do tubo sdo as células resultantes que devem ser

lavadas de trés a quatro vezes de acordo com a proporcao do mesmo (pellet).

Na ultima lavagem deixou-se o pellet secar e adicionou-se 0,5 ml de soro ou
PBS, ressuspendeu-se com pipeta pasteur até a homogenizagdo de 25 ul deste material +
500 ul de soro ou PBS. A seguir foram adicionados em tubo de eppendorf de 1,5 ul

e levado para a contagem na camara de Newbawer .

4.2.2- Preparacao das laminas

Adicionou o material no citofunil conforme o n° de células desejado e para a

citocentrigacao por 10 min a 800 rpm.

Retirou-se as laminas do citoclipes e fez-se a fixacdo com imersdo em acetona

absoluta gelada por 15 minutos.

Preparou-se a cdmara timida para a colocagdo das laminas.

4.2.3- Reacdo das laminas para HHV-6 ( 2? parte)

Foi aplicado em cada lamina 35 ul dos respectivos anticorpos monoclonais
(MAB8533 e MABS8535) diluidos 1:20 sobre o spott e incubadas a 37°C por 40 minutos

ou deixadas Overnight.

As laminas foram mergulhadas 3 vezes em PBS e ficaram imersas no mesmo

por 5 minutos.

Foi aplicado 35 pl do 1° (conjugado) soro de coelho anti-IgG de camundongo
(nas duas laminas) (DAKO,Z0456) e diluido 1:50 em PBS, pH 7,5, e levado a estufa a
37°C em camara umida pér 40 minutos. Em seguida as laminas foram mergulhadas
3 vezes em PBS por 5 minutos. Foi aplicado 35 pl do 2° (conjugado) soro de cabra

anti-IgG de coelho marcado com peroxidase diluido a 1:200 (ZYMED, 81-6120)
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em cada lamina, que ficaram incubadas por 1 hora a 37 °C. Outra lavagem foi feita para

retirada de excesso de reagente seguindo o mesmo procedimento da lavagem anterior.

Foi aplicado solucdo AEC/peroxido de hidrogénio e esperou-se 10 minutos,
ficando em local escuro. A seguir as ldminas ficaram mergulhadas em uma cuba contendo

solucao tampao acetato 1 vez por 10 minutos.

4.2.4- Reagdo das laminas para HHV-7 ( 2* Parte - a ser padronizada)

O protocolo de reagdo para HHV-7 seguird o descrito para a reagdo de
antigenemia para HHV-6 com algumas alteracdes dos reagentes utilizados. Serdo utilizados
anticorpos monoclonais (gp 110/160) para detectar antigenos precoces e tardios do HHV-7
respectivamente e mais 2 conjugados marcados com peroxidase das marcas Dako e Zymed
como segundo e terceiros anticorpos. A reacdo sera revelada com AEC contendo peroxido

de hidrogénio e a contra-coloragdo sera feita com hematoxilina de Mayers.

4.2.5- Coloragao das laminas

Apos o procedimento citado acima foram feitas 3 lavagens consecutivas com a
agua destilada, deixando as laminas mergulhadas por 1, 3 ¢ 5 minutos. Em seguida foi feita
a coloracao das laminas com Hematoxilina de Mayer, por 2 minutos. As laminas foram
enxaguadas em dgua corrente gentilmente, para ndo danificar a integridade do spott. Apds
este procedimento foi aplicada a glicerina e em seguida realizada a leitura e interpretacdo

em microscopio Optico, em objetiva 40 x (vezes).

4.2.6- Interpretacao da leitura
Positivo: citoplasma da célula corado em marrom;

Negativo: citoplasma da célula corado em azul.
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4.3- NESTED-PCR para HHV-5 E HHV-6
4.3.1- Extracdo do DNA em sangue periférico

O precipitado de leucocitos remanescente do teste de antigenemia foi lisado em
solugdo de TKM1 (Tris-HCl 10mM (pH 7.6); KCl 10mM; MgCl, 10mM e EDTA 20mM),
centrifugados por 10 minutos a 2.500 rpm, por duas vezes consecutivas, quando foi
adicionado 3 gotas de Nonidet P-40 na primeira lavagem. O sobrenadante foi descartado e
ao precipitado foi adicionada a solucdo de TKM2, 8 ml da solugdo contendo Tris-HCI
10 mM (pH 7,6); NaCl 0,4M; MgCI2 10mM; KCI 10 mM; EDTA 2 mM e 0,025 de
duodecil sulfato de s6dio (SDS) 20%. Em seguida o material foi incubado por 40 minutos a
uma temperatura de 56°C e ap0s incubacao adicionou-se 0,3 ml de NaCl 5M, descartando o

sobrenadanete e transferindo o precipitado para outro tubo.

Depois da transferéncia da fase aquosa para outro tubo, foi realizada a
precipitacdo do acido nucléico pela adicdo de acetato de sdédio 3 M pH 5,3 (10% do

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

O DNA foi solubilizado em agua destilada, deionizada e estéril e deixado em

banho-maria a 37°C por 8 horas.

4.3.2- Nested-PCR para HHV-5

A reagdo em cadeia da polimerase seguiu o método descrito por Saiki e
colaboradores (1988), com algumas modificagcdes. Cada reacdo de amplificagdo conterd
0,5 a 1 pg do DNA estudado em volume total de 20 pl, contendo 50 mM de cloreto de
potassio, 10 mM de Tris (pH-8,4 ) , 2,5 mM de cloreto de magnésio , 0,1 mM de cada
primer , 200 mM de cada desoxirribonucleotideo (dATP, dCTP, dTTP, dGTP ) e
2 unidades de Taq DNA polimerase.

Foram complementados 30 ciclos de amplificagdo para cada amostra e cada um
deles compreendera: separacdo de hélices de DNA (aquecimento a 94° durante 1 min);
ligagdo complementar entre os primers e o DNA (temperatura de 55° por 1 min);

extensdo dos primers por acdo da Taq DNA polimerase (72° durante 1 min).
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Os ciclos foram realizados automaticamente em equipamento apropriado

(“DNA Thermal Cycler” Perkin Elmer/Cetus, Norwalk, Conn, EUA).

4.3.2.1- Primers utilizados para reacdo de Nested-PCR para HHV-5

Foram utilizados dois iniciadores que flaqueiam uma regido constante do

HHV-5 (Tabela 1):

Tabela 1- Seqiiéncia dos primers utilizados para a PCR para o HHV-5

Primer Seqiiéncia Localizacao no genoma
MIE4 CCA AGC GGC CTC TGA TAA CCA AGCC 1122-1136
MIE 5 CAG CAC CAT CCT CCT CCT CCT CTG G 1122-1546

N-PCR: uma aliquota do DNA amplificado na primeira reagdo ¢ amplificado

com o par de primers interno (Tabela 2):

Tabela 2- Seqiiéncia dos primers utilizados para a Nested-PCR para o HHV-5

Primer Seqiiéncia Localizacao no genoma
IE1 CCA CCC GTG GTG CCA GCT CC 1307-1326
IE2 CCC GCT CCT CCT GAG CAC CC 1449-1469

As condigdes da reagdo foram as mesmas da primeira reacao.

Apo6s as duas reagdes de amplificagdo e reamplificagdo, 5 pul do Nested-PCR
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 2% contendo brometo de etidio para

visualiza¢do com luz ultravioleta.
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Para a verificagdo da presenca de DNA nas aostras foi feita a amplificacao
génica pela PCR do gene da B-Globina (presente no DNA humano) utilizando primers que
detectam esse gene. Foram utilizados dois primers que flaqueiam uma regido constante do

gene da B-Globina humana (Tabela 3):

Tabela 3- Seqiiéncia dos primers utilizados para a PCR para o gene da B-Globina

Primer Seqiiéncia
PCO3 CTT CTG ACA CAA CTG TGT TCA CTA GC
PCO4 TCA CCA CCA ACT TCA TCC ACG TTC ACC

Em todas as amostras com DNA presente foram observados fragmentos de
110 pares de base correspondentes ao gene da B-Globina. A amplificacdo do fragmento do
gene da B-globina humana evidencia a viabilidade do DNA da amostra e funciona como
controle da reacdo de PCR. A ndo amplificacdo desse gene demonstra que o DNA presente

na amostra avaliada nao ¢ viavel e, portanto, deve ser excluido da reacao.

Trinta ciclos foram realizados automaticamente em equipamento apropriado.
As amostras foram aquecidas inicialmente a 94° C por 7 minutos, para inativagdo de
qualquer atividade de proteases que possa interferir com a reagdo enzimatica e,

no ultimo ciclo o periodo de extensao (72° C) foi de 7 minutos.

4.3.3- Nested-PCR para HHV-6

As condigdes da reagdo seguem a metodologia classica da Reagao em Cadeia de
Polimerase. A NESTED-PCR seguiu o método descrito para HHV-6 ¢ HHV-7,

com algumas modifica¢des (Pozo et al., 1999).
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O DNA extraido como descrito anteriormente foi processado na quantidade de
5 microlitros com 10 mM Tris-HCI ( pH 8,3), 50 mM KCI, 4 mM MgCI2, 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
agua deionizada estéril q.s.p. O PCR foi realizado em Termociclador - MJ Research -MA,
com uma desnaturacao inicial de 94°C por 2 minutos seguido de 30 ciclos de 30 segundos a

94°C, 1 minuto a 53°C e 30 segundos a 72°C e, extensdo final de 72°C por 5 minutos.

Um segundo PCR foi realizado usando 1 microlitro do primeiro PCR e
49 microlitros de uma mistura consistindo de 60 mM Tris-HCI (pH 8.5), 2 mM MgCl2,
200 uM de cada desoxirribonucleotideo ( dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 10 pmol de cada
primer (sense e antisense) e, 1,25 U de Taq DNA Polimerase. As condi¢gdes da reagao
seguiu as mesmas da PCR anterior exceto que a temperatura de anelamento ¢ de 47°C.
Aplicagdo de 10 pl do segundo PCR em gel de Agarose a 2% em tampdao TEB
(TRIS-EDTA-BORATO) 1 x contendo 0.5 pg/mL de Brometo de Etidio e submetida a
eletroforese em imersdo e posterior visualizacdo em ladmpada ultravioleta para a
comprovac¢ao de bandas de DNA de 194 bp usando DNA Ladder Gibco BRL como padrdo

de peso molecular.

4.3.3.1- Primers utilizados para reacao de Nested-PCR para HHV-6

Os iniciadores (primers) utilizados para o primeiro PCR-HHV-6(A/B) foi
(Tabela 4):

Tabela 4- Seqiiéncia dos primers utilizados para a PCR para o HHV-6

Primer Seqiiéncia
HHV6(A/B) 1+ 5> GCG TTT TCAGTG TGT AGT TCGGCA G ¥
HHV6(A/B) 1- 5" TGG CCG CAT TCGTAC AGA TAC GGA GG 3’
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Os iniciadores (primers) utilizados para o segundo PCR-HHV-6(A/B) foi
(Tabela 5):

Tabela 5- Seqiiéncia dos primers utilizados para a Nested-PCR para o HHV-6

Primer Seqiiéncia
HHV6(A/B) 2+ 5" GCT AGA ACG TAT TTG CTG CAG AACG 3’
HHV6(A/B) 2- 5" ATC CGA AAC AAC TGT CTG ACT GGC A 3

4.4- NESTED-PCR para HHV-7
4.4.1- Extragdo de DNA em soro

Uma aliquota de 200 ul de soro foi transferida para um eppendorf e a ela foram
adicionados 200 ul de Tampao proteinase K (10mM Tris HCI pH 8.3, 150mM NaCl,
ImM EDTA, 0,4% Duodecyl sulfato de soédio) e lul de Proteinase K (Solucdo de
Proteinase K 10mg/ml) sendo incubado por 2 horas em banho-maria a 55°C. Em seguida a
este tubo foi adicionado 200 ul de fenol cloroférmio (1:1), homogeneizado, e incubado em
banho de gelo por 10 minutos. Apos esta incubacao foi centrifugado por 10 minutos a
15000 rpm, e o sobrenadante obtido foi transferido para outro tubo, repetindo os
procedimentos citados acima por mais duas vezes. Ao sobrenadante foi adicionado 25ul de
acetato de sodio 3M gelado e 900ul de etanol absoluto, agitando vigorosamente e
incubando em banho de gelo por 20 minutos. Em seguida foi centrifugado por 10 minutos a
15000 rpm, descartando o sobrenadante. Foi adicionado 25ul de 4gua deionizada e

ressuspendido o pellet, conservando-o na geladeira por 1 dia.

4.4.2- Nested-PCR para o HHV-7
Foram realizadas 2 reagdes de amplificagdo ( Nested-PCR ) para HHV-7.

Na primeira reacdo foi utilizado 5ul do DNA extraido, 2ul de buffer,
0,6ul MgCL,, 2ul de DNTP, 0,25ul de Taqg DNA Polimerase ¢ 0,3 ul de cada primer.
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Na segunda reagdao foi utilizado 3ul do DNA extraido, 2ul de buffer,
0,6ul MgCL,, 2ul de DNTP, 0,25ul de Taq DNA Polimerase e 0,3ul de cada primer.

Foram complementados 30 ciclos para cada amplificacdo e cada um deles
compreendeu: separacdo de hélices de DNA (temperatura 94°C durante 30 segundos);
ligacdo complementar entre os primers € o0 DNA (temperatura de 53°C na 1? reagdo e
47°C na 2* reagdo durante 1 minuto) e extensdo dos primers por acgdo da

Taq DNA polimerase (temperatura de 72°C por 30 segundos).

Os ciclos foram realizados automaticamente em equipamento apropriado

Termociclador ( RoboCycler — Stratagene )

4.4.3- Primers utilizados para reacdo de Nested PCR — HHV-7

Os iniciadores utilizados na primeira reacdo da Nested-PCR foram (Tabela 6):

Tabela 6- Seqiiéncia dos primers utilizados para a PCR para o HHV-7

Primer Seqiiéncia
HHV-7 1+ 5’GAG GTG ATT TAT GGT GAT ACT GA 3’
HHV-7 1- 5’AAC TTT CCA ATG TAA CGT TTC TT 3’

N-PCR: uma aliquota do DNA amplificado na primeira reagdo ¢ amplificado
com o par de primers interno. Os iniciadores utilizados na segunda reacdo (Nested-PCR)

foram (Tabela 7):

Tabela 7- Seqiiéncia dos primers utilizados para a Nested-PCR para o HHV-7

Primer Seqiiéncia
HHV-7 2+ 5" GTT ACT TTC AAA AAT GTT TGT CCC 3’
HHV-7 2- 5’GGA AAT AGG ATC TTT TCA AAT TC3’
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4.5- Estatistica

A avaliacdo utilizada dos dados obtidos foi através do teste Fischer (Siegel,
1975) estes testes avaliam diferencas entre dois grupos independentes em relagdo a uma
variavel qualquer que s6 admita duas alternativas como resposta (sim/nao—
positivo/negativo). Permite calcular a probalidade de associagdo das caracteristicas que

estdo em analise. Foi considerado estatisticamente significativo, P-valor <0,05.

O teste de Fisher deve ser usado em casos em que, o nimero total de dados ¢

pequeno, por se tratar de um teste mais sensivel que o qui-qugadrado.

O programa computacional utilizado foi: The SAS System for Windows

(Statisticial Analysis System), versao 8.02 SAS Institute Inc, 1999-2001, cary, NC USA.
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5- RESULTADOS
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5.1- Interpretacao dos resultados

Tabela 8- Caracteristicas dos receptores de transplante hepatico em relacdo ao sexo

masculino (M), feminino (F) e idade

Idade média Sexo

Total de receptores
(anos) (M/F)
53 41,8 35/18

Relacio dos pacientes transplantados
hepaticos quanto ao sexo

@ Masculino
m Feminino

66,0%

Grifico 1- Distribuig¢@o dos pacientes transplantados hepaticos quanto ao sexo

As causas mais freqiientes que levaram os pacientes estudados a receberem um
transplante hepatico foram, na ordem de prevaléncia, Cirrose Hepatica decorrente da
infeccdo pelo Virus C isoladamente (50,9%), Cirrose Hepatica por Virus B isoladamente

(HBV) (11,3%) e Cirrose Hepética por Alcool isoladamente (9,4%) (Tabela 2 e Grafico 2).
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Tabela 9- Caracteristicas dos pacientes estudados em relacao a doenca de base.

Doenca de Base dos receptores Pacientes %
Cirrose Hepatica por Virus da Hepatite C isoladamente 27/53 50,9
Cirrose Hepatica por Virus da Hepatite B isoladamente 6/53 11,3
Cirrose Alcoodlica isoladamente 5/53 9,4

Cirrose Biliar Primaria 3/53 5,7

Criptogénica 3/53 5,7

Hepatite auto-imune 2/53 3,8

Insuficiéncia Hepatica por Doenca de Wilson 1/53 1,9
Hemocromatose 1/53 1,9

Cirrose Hepatica por Atresia de Vias Biliares 1/53 1,9
Hepatite fulminante 1/53 1,9

Amiloidose familiar 1/53 1,9

Colangite esclerosante 1/53 1,9

Esteatose Hepatica 1/53 1,9

(AUBEH)
Resultados

104



Indicacao para o Transplante Hepatico

2% 2% 2% 2%

50%

m Cirrose Hepética por Virus B isoladamente @ Cirrose Alcodlica isoladamente
O Cirrose Hepatica por virus Cisoladamente [ Cirrose Biliar Primaria

M Insuficiéncia Hepatica por Doenga de Wilson @ Hemocromatose

W Cirrose Hepatica por Atresia de Vias Biliares [JHepatite auto-imune

m Criptogénica M Hepatite fulminante

O Amiloidose familiar O Colangite esclerosante

Ml Esteatose Hepatica

Grifico 2- Indicagdes para Transplante Hepatico

5.1.1- Antigenemia

O teste de antigenemia tanto para HHV-5 quanto para HHV-6 foi considerado
positivo a partir de uma célula positiva (Polimorfonuclear apresentando o nucleo
acastanhado para HHV-5 (Figura 4) e linfécitos com citoplasma acastanhado para HHV-6)
(Figura 5)

t“\ [ "*"" T % & fﬁ.?:
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Figura 04- Neut6filos de sangue periférico  Figura 05- Linfocitos de sangue periférico

HHV-5 positivo. HHV-6-positivo (Harma et al.,
2006)
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5.1.2- Nested-PCR para HHV-5

Eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etideo,
demonstrando a amplificagdo de um fragmento de 159 pb do DNA do HHV-5 com os
primers IE-1 e IE-2 (produto da “N-PCR”) em pacientes transplantados hepaticos,

nao foi amplificado nenhum fragmento nas amostras negativas (Figura 6).

==>159 pb

Figura 6- Nested-PCR positiva para HHV-5

Legenda referente a Figura 6
M (Marcador de peso molecular),
C+ (controle positivo),;
P1I (paciente negativo para o HHV-5 por Nested-PCR );
P2 (paciente positivo para o HHV-5 por Nested-PCR );
B (branco de reagdo - H20).

Resultados

106



5.1.3- Nested-PCR para HHV-6

Eletroforese em gel agarose 2% corado com brometo de etideo, demostrando 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 hepaticos (Figura 7).

== 258 pb
Figura 7- Nested-PCR positiva para HHV-6
Legenda referente a Figura 7
M (Marcador de peso molecular); P2 (paciente positivo para o HHV-6

C+ (controle positivo); por Nested-PCR );
P1 (paciente negativo para o HHV-6 P3 (paciente positivo para o HHV-6
por Nested-PCR — resto de reagente);  por Nested-PCR );

B (branco de reagdo - H20).
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5.1.4- Nested-PCR para HHV-7

Eletroforese em gel agarose 2%, exibindo fragmentos de oligonucleotideos
(Amplicon) obtidos por Nested-PCR para HHV-7, foi considerada positiva amostra com
fragmento de DNA de 122 pares de bases (Figura 8).

C+ B P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11 P12

Figura 8- Nested-PCR positiva para HHV-7

Legenda referente a Figura 8

M (Marcador de peso molecular); P6 (Paciente negativo para o HHV-7);
C+ (Controle positivo); P7 (Paciente negativo para o HHV-7);
B (branco de reacao H20); P8 (Paciente negativo para o HHV-7);

P1 (paciente negativo para o HHV-7); P9 (Paciente negativo para o HHV-7);
P2 (paciente negativo para o HHV-7); P10 (Paciente negativo para o HHV-7);
P3 (Paciente negativo para o HHV-7); P11 (Paciente negativo para o HHV-7);
P4 (Paciente negativo para o HHV-7); P12 (Paciente positivo para o HHV-7).
PS (Paciente negativo para o HHV-7);
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Dos 53 pacientes transplantados hepaticos monitorizados na Unidade de Figado
e Transplante Hepatico do Hospital das Clinicas da UNICAMP, 44/53 (83,02%)
apresentaram pelo menos 1 resultado positivo na Nested-PCR em sangue periférico para
HHV-5 (83,02%). O diagnostico para HHV-6 foi feito a partir de Nested-PCR de sangue
periférico, observando-se uma positividade (pelo menos 1 resultado positivo) em
38/53 pacientes (71,7%) estudados. Para diagnosticar HHV-7 foi realizada Nested-PCR em

soro (pelo menos 1 resultado positivo) observamos 23/53 pacientes positivos (43,4%).

Para a antigenemia (AgM) 13/53 (24,5%) pacientes apresentaram resultados
positivos para HHV-5. A padronizagdo da antigenemia para HHV-6 foi concluida

(Apéndice 4.Tabela 16), enquanto a padronizacao para HHV-7 estd em andamento.

Tabela 10- Panorama geral dos resultados obtidos, durante a monitorizacdo da infeccao

ativa por HHV-5, HHV-6 ¢ HHV-7 apos o transplante hepatico, nos pacientes

estudados.
Antigenemia
N-PCR em sangue N-PCR em sangue N-PCR em soro
Pacientes para
periférico para HHV-5  periférico para HHV-6 para HHV-7
HHV-5
1. TS - 29;71;92;99; 112 337 197
2. JCR - 72;79; 99; 1145 135 45; 114 -
3. SR - - - 39; 46; 165
4. WEC - 137 36; 50 -
22;29; 36; 43; 50; 56; 64;
5. LPS 15 (+1) - -
71;78
6. FIC 25(+7); 28(+1); 34(+4) 25; 28; 33; 34; 40; 46; 53 33; 46; 53 28; 74
7. PCS - 35 77; 104 -
8. LAC - 05 24; 38; 52; 66; 76; 103 0; 10; 52 -
9. HLL - 12; 185 49 18; 26 -
10. LGS - 20; 40 12; 96 -
11. IH - 4; 125 19; 26; 35; 40; 61 4;12; 19 96
12. EFO - 12; 17 12; 17 -
13. LAMC 34 (+4); 55 (+5) 27; 34; 55; 167 - -
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Antigenemia

N-PCR em sangue

N-PCR em sangue

N-PCR em soro

Pacientes para
periférico para HHV-5  periférico para HHV-6 para HHV-7
HHV-5
14. AOR 35 (42); 47 (+1); 52 (+10) 0;9; 35 - -
15. BMD - 154 35; 49; 70; 105; 1545 203 -
7;21;28; 365 49; 63;77;
16. AC 36 (+13) 49; 77 -
84; 105; 154; 182
17. SEM - 45; 59 - -
18. YH - 37;51; 65; 72 - 65
19. DAF - 29 29;57;71; 169 -
20. ESF - 19; 28; 33; 40; 47 19; 47; 103 138
21. AMG - - 13 25
22. AM 64 (+6); 70 (+3) 43; 62; 64; 705 112 1; 50; 62 50
23. BR 61 (+3) - 7;12;26; 48; 56; 61; 68; 77 61
19; 28; 59; 74; 90; 167,
24. DS - 146 19; 68
171; 185
25. HTT - 46; 74 0; 6; 12;74; 137 0; 65 137; 158
26. ISN - - 49; 147 0
27. JB - 87 - 0; 154
0; 6; 24; 56; 76; 199; 272;
28. JVDP - 272; 306 33
284; 306
0; 4; 84; 95; 102; 112;
29. JRC - 112 4
126; 378
33;56;70; 81; 91; 112;  18; 81; 91; 98; 112; 126;
30. MAV - 0; 161
231 356; 452
31. MP - 54; 110 - 63; 110; 180; 194
32. NFS 180 (+4); 215 (+2) 21;215 7 410
33. NMS - 62; 75; 285 28;47; 62 14
15; 18; 225 36; 60; 1205
34. OAF 22 (+55); 120 (+28) 260 382; 486; 507 -
35. TAL - - - -
36. MMR - 16 65; 86 -
37. AFS - 3;54 0; 20; 34; 39 -
38. JEA 98 (+4) 0 77,104 -
39. CML - - - 170
40. MCZ - 27 0; 12;27; 294 -
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Antigenemia

N-PCR em sangue

N-PCR em sangue

N-PCR em soro

Pacientes para
HHV-5 periférico para HHV-5  periférico para HHV-6 para HHV-7
41. VPN - 11; 18; 42 - 28; 193
42. TC 143 (+38) 59; 143; 181; 304; 332 332 59
43. SOP - 16; 20; 23; 90; 153 356 -
44. JA - 25; 128 - -
45. MRS - 180; 264 19; 180 -
46. JLS - - 15 -
47. FCL - 69; 83 - 6; 55; 69; 83
48. FPL 48 (+2) 43 181 -
49. JRAV - 27 - -
50. MFO - - - -
51. JF - 14; 21; 28; 35; 425 77 14; 21; 28; 42; 77 -
52. MVV 32 (+21); 39 (+25) 25; 32; 39 4; 11; 325 39; 137 -
53. EAL - - 54 -

Os numeros da tabela expressam o dia p6s-TX em que os resultados positivos foram obtidos;

Na coluna 2 o niimero entre paréntese significa o nimero de células positivas encontradas;

Os numeros sublinhados em negrito indicam concomitincia de resultados positivos pela antigenemia e

Nested-PCR para o HHV-5;

Os nimeros em verde indicam concomitincia de resultados positivos pela antigenemia para o HHV-5 ¢

Nested-PCR para HHV-6;

Os numeros em  vermelho indicam  concomitincia  de resultados

Nested-PCR para o HHV-5 e Nested-PCR para HHV-6;

positivos  pela

Os nimeros em rosa indicam concomitincia de resultados positivos pela Nested-PCR para o HHV-6 ¢

Nested-PCR para o HHV-7;

Os numeros sublinhados em rosa indicam concomitancia de resultados positivos pela Nested-PCR para o

HHV-6 ¢ Nested-PCR para o HHV-7;

(-) Significa que ndao houve detecgdo positiva para antigenemia ¢ PCR.
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A infecgdo ativa por HHV-5 foi diagnosticada em 33/53 paciente (62,3%) em
média no dia 50 pos-transplante, com mediana de 36 dias (4—180). Comparando-se as
2 técnicas empregadas nesse diagnodstico, a Nested-PCR diagnosticou a infec¢do ativa pelo
HHV-5 em média apds 37 dias do transplante, com uma mediana de 30,5 dias (4-92),
enquanto a antigenemia diagnosticou em média apoés 61 dias com mediana de 42 dias
(15-180). A infeccdo ativa pelo HHV-6 foi diagnosticada em 21/53 pacientes (39,6%),
em média no dia 62 pods-transplante com mediana de 34 dias (6 — 507) (Grafico 4).
Ja a infec¢do ativa pelo HHV-7 foi diagnosticada em 23/53 pacientes (43,4%), em média no

dia 65 pos-transplante com mediana de 33 dias (0 — 410) (Graficos 3,4,5 e Tabela 11).

Taxa de infeccao ativa
100
£ 80] 62,3
g 60 39,6 434
® 40
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HHV-5 HHV-6 HHV-7

Grafico 3- Taxa de infecgdo ativa pelo HHV-5, HHV-6 e o HHV-7 no presente estudo
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Tempo de deteccao da infeccao
ativa
HHV-7 33
HHV-6 34
HHV-5 36
31 32 33 34 35 36
Dias pos-transplante

Grafico 4- Comparagdo entre a mediana dos tempos de inicio da detec¢do da infecg¢do

ativa pelo HHV-5, HHV-6 e HHV-7
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Grafico 5- Comparagdo entre a mediana dos tempos de inicio da detec¢do da infeccdo ativa

pelo HHV-5 pelas técnicas de Nested-PCR e antigenemia (AGM)
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apresentando co-infeccdo ativa por

No presente

trabalho foram diagnosticados

HHV-5/HHV-6,

5/53 paciente

8/53 pacientes

(15,1%)

(9,4%) por

HHV-5/HHV-7, 2/53 pacientes (3,8%) por HHV-6/HHV-7 e 1/53 pacientes (1,9%)
pelos trés virus estudados (HHV-5/HHV-6/HHV-7) (tabela 11).

Tabela 11- Infeccdo ativa pelo HHV-5, HVV-6, HHV-7 e co-infec¢do HHV-5/HHV-6,

co-infeccado HHV-5/HHV-7,

HHV-5/HHV-6/HHV-7

co-infeccdo HHV-6/HHV-7 e co-infecgao

Paciente Infeccdo  Diapés TXH  Infeccdo  Dia péos TXH  Infeccio Dia pos Co- Co- Co- Co-
ativa ativa ativa TXH infeccdo infeccio infeccdo infeccdo
por por por ativa ativa ativa ativa
HHV-5 HHV-6 HHV-7 HHV-5/ HHV-5/ HHV-6/ HHV-5/
HHV-6 HHV-7 HHV-7 HHV-6/
HHV-7
1. TS Sim 92,99 Nao - Sim 197 Nao Nao Nao Nao
2.JCR Sim 79,99, 114, 135 Nao - Nio - Nao Nao Nao Nao
3.SR Nao - Nao - Sim 39, 46, 165 Nao Nao Nao Nao
4. WFC Nao - Sim 50 Nao - Nao Nao Nao Nao
5.LPS Sim 15,22 29, 36, Nao - Nao - Nao Nao Nao Nao
43,50, 56, 64,
71,78
6.FJC Sim 25,28, 33, 34, Sim 53 Sim 28,74 Sim Sim Nao Nao
40, 46, 53
7. PCS Nao - Sim 104 Nao - Nao Nao Nao Nao
8. LAC Sim 76 Sim 10 Nio - Nao Nao Nao Nao
9.HLL Sim 18 Sim 26 Nao - Nao Nao Nao Nao
10. LGS Sim 40 Nio - Nao - Nao Nao Nao Nio
11.IH Sim 19; 26; 35; 40; Sim 19 Sim 96 Sim Nao Nao Nao
61
12. EFO Sim 17 Sim 17 Nao - Sim Nao Nao Nao
13.LAMC Sim 34,55 Nao - Nao - Nao Nao Nao Nao
14. AOR Sim 35,47,52 Nao - Nio - Nao Nao Nao Nao
15. BMD Nao - Sim 49, 70, 105 Nao - Nao Nao Nao Nao
16. AC Sim 36 Sim 21, 28, 36, 49, Nio - Sim Nao Nao Nao
63,77, 84, 105,
182
17. EMS Sim 59 Nao - Nao - Nio Nao Nao Nao
18. YH Sim 51; 65;72 Nao - Sim 65 Nao Sim Nao Nao
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Paciente Infeccio Dia pés TXH Infeccdo  Dia pos TXH  Infeccdo Dia pés Co- Co- Co- Co-

ativa ativa ativa TXH infeccio infeccdo infeccio infeccdo
por por por ativa ativa ativa ativa

HHV-5 HHV-6 HHV-7 HHV-5/ HHV-5/ HHV-6/ HHYV-5/

HHV-6 HHV-7 HHV-7 HHV-6/

HHV-7
19. DAF Nio - Sim 57,71 Nao - Nao Nao Nao Nao
20. ESF Sim 28,33, 40, 47 Nao - Sim 138 Nao Nao Nao Nao
21. AMG Nao - Nao - Sim 25 Nao Nao Nao Nao
22. AM Sim 64,70 Sim 62 Sim 50 Nao Nao Nao Nao
23.BR Sim 61 Sim 12, 26, 48, 56, Sim 61 Sim Sim Sim Sim

61, 68,77
24.DS Sim 28,90, 171, 185 Nao - Sim 19, 68 Nio Nao Nao Nao
25.HTT Sim 74 Sim 6,12 Sim 0,6, 137, Nao Nao Sim Nio
158
26.ISN Nao - Nao - Sim 0 Nao Nao Nao Nao
27.JB Nao - Nao - Sim 0, 154 Nao Nao Nao Nao
28.JVDP Sim 6, 76,284, 306 Nao - Sim 33 Nao Nao Nao Nao
29.JRC Sim 4,95,102, 112, Nao - Sim 4 Nao Sim Nao Nao
126
30. MAV Sim 56, 70, 81, 91 Sim 91,98, 112, 126 Sim 0, 161 Sim Nao Nao Nao
31. MP Nao - Nao - Sim 63, 110, 180, Nao Nao Nao Nao
194
32.NFS Sim 180,215 Nao - Sim 410 Nao Nao Nao Nao
33.NMS Sim 75 Sim 47, 62 Sim 14 Nao Nao Nao Nao
34. OAF Sim 18, 22, 36, 60, 120 Sim 507 Nao - Nio Nao Nao Nao
35.TAL Nio - Nao - Nao - Nao Nao Nao Nio
36. MMR Nao - Sim 86 Nao - Nao Nao Nao Nao
37. AFS Nao - Sim 34,39 Nao - Nao Nao Nao Nao
38. JEA Sim 98 Nao - Nao - Nao Nao Nao Nao
39.CML Nao - Nao - Sim 170 Nao Nao Nao Nao
40. MCZ Nao - Sim 12 Nao - Nao Nao Nao Nao
41. VPN Sim 18,272 Nao - Sim 28,193 Nao Nao Nao Nao
42.TC Sim 143, 332 Nao - Sim 59 Nao Nao Nao Nao
43.SOP Sim 20,23 Nao - Nao - Nao Nao Nao Nao
44.JA Nao - Nao - Nao - Nao Nao Nao Nao
45. MRS Nao - Nao - Nio - Nio Nao Nao Nao
46.JLS Nao - Nao - Nao - Nao Nao Nao Nao
47.FCL Sim 83 Nio - Sim 6,55, 69, 83 Nao Sim Nao Nao
48. FPL Sim 48 Nao - Nao - Nao Nao Nao Nao
49. JRAV Nio - Nao - Nao - Nao Nio Nio Nio
50. MFO Nao - Nao - Nio - Nio Nao Nao Nao
51.JF Sim 21,28,35,42,77 Sim 21,28 Nao - Sim Nao Nao Nao
52. MVV Sim 32,39 Sim 11,39 Nao - Sim Nao Nao Nao
53. EAL Nao - Nao - Nao - Nao Nao Nao Nao
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A infeccdo ativa e co-infecg¢ao por patogenos como o HHV-5, HHV-6 e HHV-7
estdo relacionadas a um significante impacto clinico em pacientes imunosuprimidos.
Dos 33 pacientes que apresentaram infec¢do ativa pelo HHV-5 25/33 (75,75%)
apresentaram alteracdes clinicas e laboratoriais e destes 22/25 (88%) apresentaram provavel

doenca por HHV-5, sendo que 8/33 (24,24%) foram assintomaticos.

A co-infeccdo por HHV-5 e HHV-6 acometeu 8/53 (15,09) pacientes.
Destes 7/8 pacientes (87,5%) apresentaram alteragdes clinicas e laboratoriais.
Para o HHV-5/HHV-7 a co-infecc¢dao acometeu somente 5/33 (15,15), destes 3/5 (60%)
apresentaram alteragdes clinicas e laboratoriais 2/5 (40%) com provavel doenga.
A co-infec¢do para o HHV-5/HHV-6/HHV-7 acometeu 1/33 (3,3%) dos pacientes, com
provavel doenga. (Tabela 12 e Grafico 6).

Tabela 12- Relagdo entre provavel doenga por HHV-5, alteragdes clinicas e laboratoriais,
infeccdo ativa por HHV-5, co-infecgao ativa por HHV-5 e HHV-6, co-infecgao
ativa por HHV-5/HHV-7 e co-infec¢do ativa por HHV-5/HHV-6/HHV-7.

Paciente  Provavel Inicio Sinais, sintomas e alteracoes Infec¢io ativa por  Co-infeccdo Co- Co-
Doenca do laboratoriais HHYV-5 ativa HHV- infeccdo infeccio
por quadro 5/ HHV-6 ativa ativa
HHV-5 HHV-5/ HHV-5/
HHV-7 HHV-6/
HHV-7
1. TS Sim 100 enzimas hepaticast 11 71,92,99, Nao Nao Nao
leucopenia, plaquetopénia 112
2.JCR Sim 97 1GGT 79,99, 114,135 Nao Nao Nao
plaquetopenia

leucopenia.+ disurbio Neurologico

Encefalopatia Febre,vomito

3.SR Nao B enzimas hepaticas?11 Nao Nao Niao Nao
leucopenia plaquetopénia
4. WEC Nio B plaquetopénia Nao Nao Nao Nao
Leucitose, Tenzimas hepaticas
5.LPS Sim 15 plaquetopenia, Tenzimas hepaticas 15,2229, 36, 43, 50, Nio Niao Niao
encefalopatia,convulsdo, choque séptico 56, 64,71, 78
6. FIC Sim 25 1 enzimas hepaticas 25.28,34,25, 28, 33, 33,46,53 28 Nio
Leucopénia. Neutroénia, 34,40, 46, 53

Febre, cefaléia
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Paciente  Provavel Inicio Sinais, sintomas e alteracoes Infecgio ativa por  Co-infeccao Co- Co-
Doenca do laboratoriais HHYV-5 ativa HHV- infeccdo infeccio
por quadro 5/ HHV-6 ativa ativa
HHV-5 HHV-5/ HHV-5/
HHV-7 HHV-6/
HHV-7
7. PCS Nao - plaquetopenia+leucop. 1 linfopenia Nao Nao Nao Nao
tenzimas hepaticas
febre, alteragdes Intestinais
8. LAC Sim 52 pancitopenia 24,38,52,6676,103 Nio Nio Nao
tenzimas hepaticas
plaquetopenia-tlinfopenia + febre
9.HLL Sim 18 Plaquetopénia Grave + 12,18,49 Nao Nao Nao
pancitopenia
tenzimas hepaticas + febre, herpes labial
10. LGS 20 Plaquetopen leucocitose leucocitose 40,46 Nao Nao Nao
Sim Tenzimas hepat + febre e diarréia
11.IH Sim 16 leucopenia 4,12, 19, 26,35, 40 4,12,19 Nao Nao
tenzimas hepaticas
Tbilirrubina +febre, diarréia
12. EFO Sim 11 Plaquetopenia fenzimas hepaticas 12,17 12,17 Nao Nao
leucocitose tenzimas + febre
13. LAMC Sim 9 Pancitopenia 34,55 34,55 Nao Nao Nao
tenzimas hepaticas +febre e diarréia
14. AOR Sim 56 tenzimas hepaticas 35,47,52, 35,55 Nao Nio Nio
plaquetopenia Leucopenia
neutrop. febril
febre, nauseas + choque séptico
15. BMD Nao - Assintomatico Nao Nao Nao Nao
16. AC Sim 34 plaquetopenia, leucopenia febre + diarréia 36,49 36,49,77 Nao Nao
17. EMS Nio B Assintomatico 45,59 Nio Nio Nio
18. YH Nao _ Assintomatico 37,51, 65;72 Nao 65 Nao
19. DAF Nao - Leucopenia, plaquetopenia Nao Nao Nao Nao
1 enzimas hepéticas
20. ESF Sim 32 1 enzimas, plaquetopenia. Septicemia 28, 33, 40,47 nao Nao Nao
21. AMG Nao _ Assintomatico Nao Nao Nao Nao
22. AM Sim 84 leucopenia,neutropenia + febre 62,64,64,70 70,112 Nio Niao Niao
23.BR Sim 29 Paquetopenia, encefalopatia hepatica, 61 26,48,56,61 61 61
quadro neurologico + febre.
24.DS Sim 30 Leucopenia, plaquetopenia, diarréia, febre 28,59,74,90 Niao Niao Nao
e lesdes orais sugestivas de HHV-5
25.HTT Nao - Assintomatico 46,74 Nao Nao Nao
26. ISN Nao - Diarréia Nao Nao Nao Nao
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Paciente Provavel Inicio do Sinais, sintomas e alteracoes Infeccao ativa por  Co-infeccao Co- Co-

Doenca  quadro laboratoriais HHV-5 ativa HHV- infeccio infeccio
por 5/ HHV-6 ativa ativa

HHV-5 HHV-5/ HHV-5/

HHV-7 HHV-6/

HHV-7
27.]B Sim 49 Microabcesso sugestivos HHV-5, Nao Nao Nao Nao

Colonoscop. com lesdes sugestiva HHV-5
+ diarréia — HD HHV-5
28.JVDP Sim 290 tenzimas hepaticas + diarréia febre 56,76,199,272,284, Nao Nao Nao
306
29.JRC Nao - Diarréia 95,102, 112, 126 Nao 112 Nao
30. MAV Sim 29 1 enzimas hepaticas + febre 56,70, 81,91 81, 91 Nao Nao
31. MP Nao - Assintomatico Nao Nao Nao Nao
32.NFS Niao - Assintomatico 21,180,215,215 Nao Nao Nao
33.NMS Nao - Assintomatico 62,75 Nio Niao Niao
34. OAF Sim 21 Leucopenia Plaquetopenia.+ Diarréia 18,22, 22,36, 60, Nao Nao Nao
35.TAL Nao - Pancitopenia Nao Nao Nao Nao
tenzimas hepaticas
Leucopenia
36. MMR Nao - leucopenia,plaquetopea Nao Nao Nao Nao
37. AFS Nao - Pancitopenia e leucocitose Nao Nao Nao Nao
38.JEA Nao - Assintomatico 98 Nao Nao Nao
39.CML Nao - Diarréia Nao Nao Nao Nao
40. MCZ Nio - febre e encefalite Nio Nao Nao Nao
41. VPN Nao - Assintomatico 11,18, 42 Nao Nao Nao
42. TC Nao - Leucopenia 1 143,143, 181 Nao Nao Nao
Enz Hep febre
43. SOP Nao - Leucopenia Plaquetopenia 16,20,23,90 Nao Nao Nao
44.JA Nao - Plaquetopenia Nao Nao Nao Nao
Leucopenia + febre
45. MRS Nao - Assintomatico Nao Nao Nao Nao
46.JLS Nao - Pancitopenia Nao Nao Nao Nao
47.FCL Nao - Assintomatico 69,83 Niao 69,83 Nio
48. FPL Sim 47 1 enzimas hepaticas 48 Nio Nio Nio
49. JRAV Nao - Bilirrubina 1, Nao Nao Nao Nao
crialinina 1, pancitopenia
50. MFO Nao - Leucocitose, leucopenia, plaquetopenia Nao Nao Nao Nao
51.JF Sim - enzimas hepaticas esteatose hepaticas 21,28, 35,42,77 21,28 Nao Nao
leve +leucocitose
52. MVV Nio - Diarréia+vomito 32,39,32,39 32,39 Nio Nio
cefaléia enz hep
53. EAL Nao - Enzimas hepaticas 1, bilirrubina 1, Nao Nao Niao Nao
plaquetopenia
*0 niimero expresso em vermelho indica detecg@o ativa do HHV-5 por antigenemia; *HHV-5 x Provavel Doenga {p= 0.0001}

*HHV-5 x Alteragdes Laboratoriais

{p= 10,49}
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A infecgdo ativa e a co-infeccdo entre os herpesvirus podem causar impactos
1- direto e 2- indireto no quadro clinico dos pacientes que sdo: 1- pneunonias,
gastroenterites, encefalites, retinites e hepatites, e 2- redu¢do da sobrevida do paciente,
disfungdes agudas e cronicas no enxerto e aumento da pré-disposi¢ao a infecgdes

oportunistas.

Dentre os 53 pacientes estudados 16/53 (30,3%) apresentaram rejeicdo ao
enxerto, sendo que 11/16 (68,7%) apresentaram infec¢ao ativa por HHV-5, 12/16 (75%)
evoluiam a 6bito sendo que destes 6/16 (37,5%) também tiveram rejei¢do ao enxerto.
Dos 11 pacientes que apresentaram infec¢do ativa por HHV-5, 4 deles apresentaram
co-infec¢do por HHV-5 e HHV-6 (36, 36%). J& o quadro de infec¢des oportunistas foi
diagnosticado em 31/53 (58,5%) pacientes, destes 21/31 (67,7%) apresentaram quadro de
infeccdo ativa para HHV-5 e 5/31 (16,1%) apresentarm co-infec¢do ativa por HHV-5 e
HHV-6, 12/53 (22,6%) pacientes evoluiram que evoluiram a obito 9/12 (75%) deles
apresentaram infec¢des oportunistas, tendo como causa mais frequente a pneumonia e
sepseticemia, destes 4/9(44%) tiveram infeccdo ativa por HHV-5 e 1/4 (25%) apresentou a
co-infec¢do por HHV-5 e HHV-6. (Tabela 13 e Grafico 6).

Tabela 13- Relagdo entre infec¢do ativa por HHV-5, co-infec¢ao ativa entre HHV-5 e

HHV-6, infecgdes oportunistas e rejei¢do do enxerto.

Paciente  Infeccio ativa Co-infeccao Infeccio Tipo Rejeicao do Grau de Iniciodo  Obito
por HHV-5 ativa HHV-5 Oportunista enxerto rejeicio quadro
HHV-6
1. TS 92,99 Nio Niao Nio Nao _ _ Nao
2. JCR 79,99, 114, 135 Nao Sim Sepse e ITU Nao _ _

Nao
3.SR Nio Nio Nao Nio Nio _ _ Nio
4. WFC Nao Nao Nao Nao Nao _ _ Nao
5.LPS 15,22 29, 36, 43, Nao Sim ITU por levedura Nao _ _ Nao

50, 56, 64,71,78
6. FIC 25,28, 33, 34, 40, 33, 46,53 Sim Sepse por S.aureus Nao _ _ Nao
46, 53 e Aeromonas R
7. PCS Nao Nao Sim Pneumonia Nio _ _ Sim
(302)
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Paciente Infeccio Co-infeccio Infeccao Tipo Rejeicio  Grau de Inicio Obito
ativa por ativa HHV-5  Oportunista do rejeicao do
HHYV-5 HHV-6 enxerto quadro
8. LAC 76 Nao Sim Pneumonia Nao _ _ Nao
9. HLL 18 Nio Sim Sepse por P.aeruginosa e Sim Moderada 7 Nao
P.fluorescens, herpes
labial

10. LGS 40 Nao Sim Pneumonia Nao B _ Nao
11.1H 19; 26; 35; 40; 19 Sim Pneumonia e ITU por Sim Leve 105 Nao

61 citrobacter
12. EFO 17 17 Nao Nao Nio _ _ Nao
13. LAMC 34,55 Nao Sim Pneumonia Sim Moderada 146 Nao
14. AOR 35,47,52 Nao Sim Pneumonia Sim Moderada 56 Sim (145)
15. BMD Nao Nio Sim Pneumonia Nao B _ Nao
16. AC 36 36 Sim Sepse e ITU por P. Sim Leve 2 Nao

aeruginosa
17. EMS 59 Nao Nao Nao Nao _ _ Nao
18. YH 51; 65;72 Nao Nao Nao Nao _ _ Nao
19. DAF Nao Nao Sim Sepse por P. aeruginosa Sim Moderada 101 Nao
20. ESF 28,33,40,47 Nao Sim Sepse por Klebsiella Sim Leve 82 Nao
penumoniae, ITU P.
aeruginosa e pneumonia
21. AMG Nao Nao Nao Nao Sim Aguda Sim (27)
22. AM 64,70 Nao Sim Infeccdo da parede Nao _ _ Sim (140)
abdominal, pneumonia e
sepse
23.BR 61 61 Sim Pseudomonas, Klebisiella Sim Moderada / Sim (84)
em sec. abdominal grave

24.DS 28,90, 171, Nao Sim Cultura de liquido Nao _ _ Nao

185 ascilitico positivo
25.HTT 74 Nio Sim Pneumonia Nao _ _ Nao
26.ISN Nao Nao Nao Nao Sim Moderada 85 Sim (519)
27.]B Nao Nao Nao Nao Nao _ _ Nao
28.JVDP 6,76, 284, Nao Sim Bacteremia Sim Leve 283 Nao

306
29.JRC 4,95,102, Nao Nao Nao Nao _ _ Nao

112,126

30. MAV 56,70, 81,91 91 Nao Nao Nao _ _ Nao
31. MP Nao Nao Nao Nao Nao _ _ Nao
32.NFS 180, 215 Nao Sim Pneumonia Nao _ _ Nao
33.NMS 75 Nao Nao Nao Nao _ _ Nao
34. OAF 18, 22, 36, 60, Nao Nao Nao Sim Moderada/ 493 Nao

120 Grave
35.TAL Nao Nio Nao Nio Nio - - Nao
36. MMR Nao Nao Nao Nao Sim Grave 98 Sim (98)
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Paciente Infeccao Co-infecciio Infeccio Tipo Rejeicdo  Grau de Inicio Obito
ativa por ativa HHV-5 Oportunista do rejeicao do
HHV-5 HHV-6 enxerto quadro
37. AFS Nao Nao Sim Broncopneumonia Nao - - Sim (54)
nosocomial, Pneumonia
intersticial
38.JEA 98 Nio Sim UTI Nao - - Sim (299)
39. CML Nao Nio Sim Infec parede abdominal Nao - - Nao
40. MCZ Nao Nao Sim Pneumonia Nao - - Sim (718)
41. VPN 18,272 Nao Nao Nao Nao - - Nao
42.TC 143,332 Nao Sim Nao Nio - 104 Nao
43.SOP 20,23 Nio Nio Nio Nio - - Nao
44.JA Nao Nao Sim Sarcoma de Kaposi Sim Aguda leve 105 Sim (179)
Gastrico
45. MRS Nao Nao Nao Nao Nao - - Nao
46.JLS Nao Nao Sim Pneumonia Nao - - Sim (82)
47.FCL 83 Nao Nao Nao Sim Moderada 565 Nao
48. FPL 48 Nao Sim Hep A sem coma + Nao - - Nao
42 dor abd, Tenz)

49. JRAV Nao Nao Sim Pseudomonas Nio - - Nao
50. MFO Nao Nio Nio Nio Nio - - Nio
51.JF 21,28, 35,42, 21,28 Sim Nao Sim Aguda 33 Nao

77 moderada
52. MVV 32,39 39 Nao Nao Nao - - Nao
53. EAL Nao Nao Sim Streptococcus agalactial, Nao - - Nao

Enterococcus gallinarum,
Klebsella
Infecgdo ativa por HHV-5 x Infecgdo oportunista: { p=0.3189}
Tabela 14- Pacientes que tiveram rejeicao mediante laudo anatomopatoldgico.
PACIENTES QUE TIVERAM REJEICAO DO ENXERTO
N. 16/53 (30,3%)
Infeccao ativa Co-infeccao

HHV-5 11 (68,75%) HHV-5/HHV-6 4 (25%)

HHV-6 8 (50%) HHV-5/HHV-7 2 (12,5%)

HHV-7 7 (43,75%) HHV-5/HHV-6/HHV-7 1 (625)

16 indica niimero de pacientes que apresentaram rejeicao

Rejeigdo x HHV-5 {p=0,37}
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' Infecgo ativa pelo HHV-
Resultados obtidos no es = nfeceao ativa pelo 5

M Infecgao ativa pelo HHV-6

100 O Infecgao ativa pelo HHV-7
O Co-infecgao ativa por HHV-
80 5/HHV-6
= B Co-infecgao ativa por HHV-
< 5/HHV-7
< 60 @ Co-infecgao ativa por HHV-
‘E | 6/HHV-7
S 40 B Co-infecgao ativa por HHV-
5 5/HHV-6/HHV-7
o OProvavel doenca por HHV-5
20
M Infecgdes oportunistas
0,

m Obito

Grafico 6- Relacdo entre infecgdo ativa por HHV-5, HHV-6 ¢ HHV-7, co-infec¢do ativa
por HHV-5 e/ou HHV-6 e/ou HHV-7, provavel doenca por HHV-5,

infeccao oportunista, rejeicdo do enxerto e 0bito (n=53)
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A grande parte da populagdo mundial é soropositiva para o HHV-5 e
geralmente, a infeccdo em individuos imunocompetentes ndo causa doenga grave.
Entretanto, a infec¢do em individuos imunossuprimidos, como os transplantados de 6rgdos,
pode levar ao aumento da morbidade e mortalidade (Ljungman, 1994;

Patel e Paya, 1997).

Virios estudos soroepidemioldgicos realizados demonstram que a infec¢do por
HHV-5 ocorre praticamente em todas as regides do mundo e a prevaléncia ndo depende
tanto de drea geografica, mas sim do nivel sécio econdmico das comunidades estudadas
(Hunter, 1983; Pannuti et al., 1987). No Brasil, a soroprevaléncia do HHV-5 ¢ alta,
em média de 90% em populacdes adultas principalmente as pertencentes a classe social
menos favorecida (Suassuna et al.,, 1995; Camargo et al., 1996; Costa et al., 1999;

Aquino e Figueiredo, 2001).

Uma vez infectado o individuo ndo elimina mais o virus
(Szcepura et al., 2006; Koch et al., 2006; Hara et al., 2002), permanecendo em estado
latente podendo ser reativado em condi¢des especiais como € o caso dos transplantados de
orgdos, portadores de HIV, pacientes submetidos a quimioterapia, portadores de doenca
auto-imune e recém nascidos. ( Hoppe et al, 2004; Shen et al., 1996,

Bruggeman et al., 1999).

Nos transplantados o HHV-5 tém sido reconhecido como significante fator de
risco para faléncia e perda do enxerto em varios estudos prospectivos. A observacdo da
ocorréncia de um episddio de rejeicdo aguda concomitante a infeccio por HHV-5 tem
permitido o estabelecimento de uma relacdo entre a infeccdo por HHV-5 e rejeicdo

(Pouteil-Noble et al., 1993).

Recentemente, alguns estudos tem investigado co-fatores que podem afetar a
gravidade da infeccio por HHV-5 em pacientes submetidos a transplantes. Dentre os
principais co-fatores estd a infeccao multipla por outros herpesvirus que podem favorecer o

progresso da doenca por HHV-5 (Pasca et al., 2003; Lautenschalager et al., 2002).

Alguns estudos sugerem que o HHV-5 juntamente com o HHV-6 e o HHV-7
podem estar associados, e juntos causar grande impacto clinico em pacientes
transplantados de 6rgaos (Lautenschalager et al., 2002), embora o significado clinico para

HHV-7 esteja ainda pouco esclarecido.
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A infeccdo ativa por HHV-5 foi diagnosticada em 33/53 pacientes (62,3%),
pelo HHV-6 foi diagnosticada em 21/53 pacientes (39,6%) e pelo HHV-7 foi diagnosticada
em 23/53 pacientes (43,39%).

Estes resultados corroboram com dados da literatura que mostram uma alta
prevaléncia em pacientes transplantados hepdticos (Okada et al., 1993; Freitas 1997;

Knoles e Gardner, 1988).

O HHV-5, HHV-6 e HHV-7 sdo virus universais que podem causar infec¢oes
primdrias e secunddrias (Mendelson et al., 2006). Sao amplamente disseminados,
sendo que a soroprevaléncia do HHV-5 varia entre 40% e 60% em populacdes de alto nivel
socio-econdmico, enquanto em populacdes de nivel sdécio-econOmico mais baixo a
soroprevaléncia € maior, variando de 80% a 100%. Para o HHV-6 e HHV-7
a soroprevaléncia também € alta variando de 45 a 97% e 90 a 100%, respectivamente

(Ablashi et al., 1988; Cuende et al., 1994; Freitas, 1997; Okada et al., 1993).

O HHV-7 em pacientes imunossuprimidos pode se reativar e, em associacao
com outros herpesvirus causar danos tanto ao 6rgdo transplantados, como ao estado geral
do paciente (Ward et al., 2005; Thomasini et al, 2007). Virios estudos tém relatado a
possivel interacdo direta ou indireta pela acdo imunomodulatéria desses virus
(Mendez et al., 2001; Humar et al., 2002; Clarck, 2003; Razonable e Paya, 2002;
Lautenschlager et al., 2002).

A infec¢do concomitante pelo HHV-5 e HHV-6 estd geralmente associada com
manifestacoes clinicas e tem sido descrito que a infec¢do por HHV-6 pode levar a
reativacdo do HHV-5 ou alteracdo da histéria natural da doenga (Abdel e Asmar, 2004;
Pasca et al., 2003).

No presente estudo foram monitorizados prospectivamente em relacdo a
infeccao ativa por HHV-5, HHV-6 e HHV-7 53 pacientes transplantados hepaticos.
Dos 53 pacientes estudados, 8 apresentaram co-infec¢do ativa por HHV-5/HHV-6 (15,1%),
para o HHV-5/HHV-7 a co-infeccdo acometeu 5 pacientes dos 53 (9,4%), para o
HHV-6/HHV-7 a co-infec¢do ocorreu em 2 dos 53 pacientes (3,8%), e em 1 dos
53 pacientes foi detectado a co-infeccdo ativa por HHV-5/HHV-6/HHV-7.
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Dos 8 pacientes que apresentarm a co-infeccdo por HHV-5 e HHV-6, 7 deles
apresentaram provavel doenca por HHV-5, e 3 deles apresentaram rejeicdo do enxerto.
Desses 3 pacientes 1 ( paciente 23) além da co-infeccdo por HHV-5/HHV-6 também foi

detectado o HHV-7 no pds-operatério dia 61°, evoluindo a ébito no dia 84°.

Estudos indicam que a deteccio do HHV-6 e HHV-7 aparecem juntas,
e precocemente em relacdio ao HHV-5 nos pacientes transplantados hepaticos
(Lautenschlager et al., 2006; Humar et al., 2000), o que foi demonstrado no presente
estudo onde a infec¢do ativa pelo HHV-6 ocorreu com uma mediana de 34 dias,
para o HHV-7 com uma mediana 33 dias pds transplante, e para o HHV-5 a aparecimento

da infecc¢ao ativa ocorreu com mediana de 36 dias p6s transplante.

Em comparacido com outros estudos, a incidéncia dos trés virus foi considerada,
relativamente similar ao encontrado neste trabalho (Ihira et al., 2001, Griffths et al., 1999;
Okada et al., 1993; Freitas 1997; Knoles e Gardner, 1988).

O impacto clinico da infec¢do por HHV-5 em pacientes imunossuprimidos nao
se restringe apenas a lesdes diretas celulares em varios tecidos do corpo , mas também a
lesdes celulares induzidas pelo sistema imunoldgico, associacdo do virus a estados febris
resultado de invasdo e disseminacdo viral, reducdo da sobrevida do paciente,
disfungdes agudas e cronicas no enxerto e conseqiiente rejeicio e aumento da
pré-disposi¢cdo a infeccdes bacterianas e fungicas, podendo levar o transplantado a 6bito
(Paya, 2002). Neste estudo dos 22 pacientes que tiveram provdvel doengca por HHV-5,

16 destes pacientes apresentaram infec¢des oportunistas.

Ainda que a profilaxia antiviral tenha reduzido a morbidade e a mortalidade da
doenca por HHV-5 nos ultimos anos, a toxidade associada com os atuais agentes antivirais
disponiveis continua a ser um problema significante; assim, os esforcos tém sido
direcionados ao desenvolvimento de métodos de deteccdo, altamente sensiveis e
quantitativos, para identificar pacientes com risco para a doenga antes do inicio dos
sintomas, com isso direcionando o tratamento antiviral apenas aos pacientes seguramente
com risco para a doenga (Boeckh e Boivin, 1998). Para evitar a ocorréncia da doenca uma

das estratégias € a utilizacdo de diagndsticos laboratoriais rdpidos e sensiveis, que permitam
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a detec¢do precoce de replicagdo viral ativa, evitando custos e toxidades desnecessdrios de

terapéutica (Goodrich et al., 1991).

Neste estudo foram utilizadas as técnicas de antigenemia e Nested-PCR para
deteccao do HHV-5 e HHV-6 no sangue periférico e Nested PCR para o HHV-7 no soro.
Foi considerado infec¢do ativa para HHV-5 antigenemia com 1 célula positiva ou mais
antigenos positivos. Para a Nested-PCR do HHV-5 e HHV-6 foi considerado infec¢ado ativa
2 PCR’s positivos consecutivos com intervalo menor ou igual a 30 dias, e para a

Nested-PCR do HHV-7 em soro consideramos infec¢do ativa 1 resultado positivo.

Quando a antigenemia detectava uma célula positiva era iniciado o tratamento

com ganciclovir, mesmo na auséncia de manifestagdes clinicas (tratamento precoce).

A antigenemia é um método sensivel para estimativa da carga viral sistémica e
tem bom valor preditivo positivo para a doenca e pode ser detectado varios dias a uma

semana antes do aparecimento dos sintomas (The et al., 1992; Boeckh 1996ab).

O N-PCR tem uma alta sensibilidade para deteccdo de infeccdo ativa,

porém apresenta valor preditivo positivo para Doenga ainda nao muito satisfatério.

Os resultados laboratoriais juntamente com o levantamento clinico dos
transplantados acompanhados até o presente momento tém demonstrado que a infec¢do
ativa pelo HHV-6 é um possivel fator de risco para rejeicdes de enxerto, principalmente
quando associado a infec¢do ativa pelo HHV-5. Dentre os 53 pacientes estudados
16 apresentaram rejeicdo ao enxerto, sendo que 11 destes pacientes apresentaram infec¢ao

ativa por HHV-5 e 4 deles apresentarm a co-infeccao por HHV-5 e HHV-6.

Infec¢des oportunistas foram diagnosticado em 31/53 pacientes estudados,
sendo que destes 21/31 apresentaram infec¢do oportunista por HHV-5 e 11/21 tiveram
episodio de rejeicdo do enxerto, destes 5/11 (45,45%) evoluindo a 6bito. Dos 5 pacientes

que evoluiram a ébito 2 (40%) deles tiveram co-infeccdo por HHV-5/HHV-6.

O HHV-6 € o virus da familia Herpesvirinae com maior tropismo por células do
SNC (Clarck e Griffiths, 2003). Ha relatos de casos de encefalite associadas ao HHV-6 em

pacientes transplantados hepaticos. O HHV-6 pode ocasionar alteragdes neuroldgicas,
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as complicagdes no Sistema Nervoso Central (SNC) pode ser resultado de uma acdo direta
viral ou indireta porque o virus pode induzir a produgdo de citocinas, incluindo o
interferon-alfa, uma citocina conhecida pela toxidade neurolégica causando a mudanga no

estado mental por efeitos indiretos no SNC (Rogers et al., 2000).

Neste estudo houve 1 caso de encefalite associado 4 febre (paciente 40),
com deteccdo do HHV-6 no 12° dia pds transplante, com sintomas iniciais no 24° dia
p6s transplante. O DNA do HHV-5 ndo foi detectado neste paciente. A amostra de liquor
ndo foi disponibilizada para a deteccio do DNA para HHV-6 para que se pudesse
confirmar a suspeita de encefalite por HHV-6, ficando assim a hipdtese sustentada pela

presenca de detec¢do do DNA para HHV-6 no sangue periférico.

O paciente 23 apresentou alteracdes neuroldgicas, febre e plaquetopenia,
e a deteccdo do HHV-5 ocorreu no 61° dia p6s transplante pela antigenemia e Nested PCR
no sangue periférico. A deteccio do HHV-7 também ocorreu no 61° dia, e o HHV-6 foi
detectado no 12° dia pds-transplante. O paciente foi a 6bito no 84° dia pds transplante,

tendo como causa a faléncia do enxerto.

Desde 1990 quando o HHV-7 foi isolado, ele tem sido relacionado a processos
de exantema subito em criancas, encefalopatia e encefalite quando acomete pacientes
transplantados hepéticos (Ward et al., 2005). No caso de pacientes imunossuprimidos o
HHV-7 pode se reativar e, em associagdo com outros herpesvirus causar danos tanto no
orgdo transplantado, como ao estado geral do paciente (Ward et al., 2005).

O HHV-5 raramente causa encefalite (Singh et al., 2000).

Este estudo demonstrou que poucos pacientes permanecem livres de infec¢do
ativa pelos betaherpesvirus apds o transplante, indicando que muitos pacientes sao
infectados de forma sequencial e ndo concomitante (Griffths et al., 1999).
No estudo detectou-se a infec¢do ativa para HHV-5 em (62,26%)  pacientes
acompanhados, sendo que destes 22/33 (66,66%) tiveram provavel doenca por HHV-5,
demonstrando a importincia dessa doenca no poés-operatério do transplante.
Foi demonstrado que mesmo mediante a estratégias utilizadas para a preven¢do da doenga,
os dados obtidos indicam a elevada incidéncia de provavel doencga causada por HHV-5 com

impacto clinico nesse grupo de transplantados.
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Nesse grupo de pacientes que fizeram parte do estudo nao ocorreu nenhum caso

de HHV-5 disseminado.

Os dados obitidos e os intimeros estudos sobre a deteccdo e tratamento destes
Betaherpesvirus em pacientes submetidos ao transplante, demostram a importancia do

monitoramento e acompanhamento, com avaliagdo do impacto clinico em nosso meio.

Em relacdo ao HHV-6 investigacOes futuras devem ser realizadas em diferentes
grupos de transplantados de 6rgdos, a fim de se verificar a importancia do impacto clinico

decorrente da infeccdo ativa por HHV-6 e HHV-7.

Além da antigenemia, seria interessante também a realizagdo da PCR em

Tempo Real que é uma técnica quantitativa e qualitativa que detecta a carga viral

(Sashihara et al., 2002)

Vale ressaltar, portanto, que o impacto clinico observado, é de extrema
importancia e esses dados nao devem ser ignorados pela equipe médica que acompanha o
paciente, ja que irdo influenciar significativamente no progndstico dos mesmos.
Quanto ao HHV-7 ainda estd pouco esclarecido neste estudo, mas dados obtidos da
literatura sugerem que ele possa estar correlacionado com grande impacto juntamente com

os dois outros herpesvirus estudados (Lautenschlager, 2002; Lautenschlager, 2006).
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Monitorizou-se prospectivamente pacientes submetidos a transplante de figado
em relacdo a infeccdo ativa por HHV-5, HHV-6 e HHV-7, utilizando as técnicas de
Antigenemia e Nested-PCR

Padronizou-se as duas partes da técnica de antigenemia para HHV-6 e a

primeira parte da antigenemia para HHV-7.

Verificou-se a importancia do acompanhamento dos receptores de figado em

relagdo a infecgdo ativa pds transplante

Verificou-se um ndmero elevado de pacientes com infec¢do ativa para HHV-5,
seguido do HHV-6 e HHV-7, esta co-infec¢do pode estar provavelmente associada a um

maior risco de rejeicao do implante.

Deve-se ter atencdo a estes virus no acompanhamento pds transplante para o

melhor entendimento dos aspectos da co-infeccdo e impacto clinico.

Embora o HHV-7 esteja ainda pouco esclarecido neste estudo, porém ha
hipéteses de que possa estar correlacionado com HHV-5 e HHV-6 causando impacto
clinico indireto, inclusive manifestacdes clinicas neuroldgicas e encefalites nos
transplantados hepaticos.

-

E necessdrio a implantacio de novas metodologias para detec¢do e
monitorizacdo da infec¢do ativa para HHV-6 e HHV-7 em pacientes transplantados
hepaticos, para confirmar com dados estasticamente significantes sobre o impacto clinico

epidemioldgico da infec¢do nesse grupo de pacientes.

A utilizacdo da Antigenemia para a deteccao do HHV-6 e HHV-7 deve
contribuir para uma melhora do entendimento da inter-relacio destes pacientes entre os

virus.

Vale ressaltar, portanto que, os dados obtidos nesse estudo, sdo de extrema
importancia, a detec¢do precoce da infec¢do ativa por HHV-5 previne a equipe médica do
Hospital das Clinicas da Unicamp, a uma intervengdo terapéutica precoce, evitando em
muitos casos a progressdo para as doencas associadas a esse agente, contribuindo para

aumentar as chances do sucesso do transplante.
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TERMO CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO

Eu, ,
aceito colaborar com o estudo VIGILANCIA LABORATORIAL DA INFECCAOQO
ATIVA POR HHV-5, HHV-6 E HHV-7 EM PACIENTES TRANSPLANTADOS DE
FIGADO ,que serd realizado na Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual

de Campinas (Correlacdo clinica do HHV-5, HHV-6 e HHV-7 em pacientes transplantados
hepaticos), para pesquisa de citomegalovirus, HHV-6 e HHV-7, por dois diferentes
métodos de andlises (antigenemia e Nested -PCR). Para isso, sei que colherdo uma bidpsia
do figado receptor no momento do transplante e 04 a 08 ml do meu sangue, uma vez por
semana no primeiro més, quinzenais nos trés meses posteriores apds cirurgia e mensais até
completar um ano poés-transplante para realizagdo dos referidos exames. Estou ciente de
que poderei desistir de participar deste estudo a qualquer hora, e que isto nada ird prejudicar
0 meu tratamento, e a minha colaboracdo em muito auxiliard o tratamento de pacientes
transplantados hepdticos que vierem também a serem transplantados. Estou ciente que
todos os dados colhidos sdo sigilosos, € que meu nome ndo serd colocado em qualquer

publicacdo.

Campinas, de de

Assinatura do Paciente

Médico: Nome/CRM:

Assinatura:

Testemunha: Nome/RG:

Assinatura:
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ESCLARECIMENTO

MONITORIZACAO DA INFECCAO ATIVA POR HHV-5, HHV -6 e HHV -7

Ap6s o transplante, os pacientes passam a fazer uso de varios medicamentos
que tém a funcdo de evitar a rejei¢do. Contudo, estes medicamentos t€ém um efeito
imunossupressor, ou seja, eles deixam o individuo susceptivel a uma série de doencas que
anteriormente seriam inofensivas mas que agora podem tornar-se graves e trazer

complicagdes a eles.

Entre estas doencas, estdo as infec¢Oes virais oportunistas, das quais aquelas
que trazem mais riscos aos receptores de transplante sdo as causadas pelo HHV-5, HHV -6
e HHV- 7. Assim, na realizacao desta pesquisa estaremos acompanhando os pacientes para
o desenvolvimento destas trés viroses. Para isto usaremos o sangue dos pacientes para
procedimentos laboratoriais utilizando diversos métodos deteccdo destes virus, na tentativa
de se fazer uma deteccdo o mais rdpido possivel de qualquer problema, evitando,

desta forma, que eles tragam quaisquer complicagoes.

Médico responsavel: Ilka Maria de Fatima Boin
Pesquisadora responsavel: Ana Maria Sampaio 3521.7096

Comité de Etica: Telefone 37888936 (Marlene)
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PADRONIZACAO DA ANTIGENEMIA POR HHV-6

Foi realizado neste estudo a padronizacdo de antigenemia seguindo estudos de
Lautenschalager et al., 2002 do Herpesvirus Humano Tipo 6 (HHV-6), as laminas
utilizadas para a padronizacdo foram as que se apresentavam periodicamente Nested-PCR
positiva para HHV-6, e também pacientes que ndo tiveram Nested-PCR positiva para
HHV-6, estes sendo usados como controle negativo e positivo. No decorrer da
padronizacdo houve algumas modificacdes que foram necessarias devido a descontinuacdo

de um dos reagentes.

Foram realizadas reacdes de antigenemia com o0s respectivos monoclonais e
conjugados descritos na técnica para HHV-6, as quais se encontravam armazenadas em

freezer a menos 80°C.

Inicialmente para a padronizacdo utilizou-se laminas, sendo 2 amostras de um
paciente que apresentava Nested-PCR negativa para HHV-6. Para o controle positivo
utilizou-se amostras de um paciente que apresentava consecutivamente PCR positivo para
HHV-6 (paciente 16) . Foi realizado posteriormente outros testes de amostras de outros

pacientes (6,8) que apresentavam PCR positiva para HHV-6.

Até o presente momento foi obtido €xito na padronizacdo, pois os dados da
tabela 16 (Apéndice 4) confirmam os resultados de outros testes realizados anteriormente

nestes pacientes.
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FOTO DA LAMINA DE ANTIGENEMIA PARA O HHV-6 POSITIVA
PADRONIZADA NESTE ESTUDO

Figura 9- Ilustracdo da lamina de Antigenemia para o HHV-6 padronizada neste estudo

(Linfécitos HHV-6 positivo — apresentando em coloracio avermelhada)
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TABELA DE RESULTADOS OBTIDOS NA PADRONIZACAO DA
ANTIGENEMIA PARA O HHV-6

Tabela 15- Resultados obtidos na padronizacdo da antigenemia para HHV-6 e demais

resultados para HCMV, HHV-6 e HHV-7.

Dia
Paciente AGM HHV-5 PCRHHV-5 AGMHHV-6 PCRHHV-6 PCRHHV-7

pos-TX

3(SR 165 Negativo Negativo Negativo Negativo POSITIVO

3(SR 46 Negativo Negativo Negativo Negativo POSITIVO
6(FJC) 33 SR POSITIVO POSITIVO +9 POSITIVO SR
6(FJC) 46 Negativo POSITIVO POSITIVO +9 POSITIVO Negativo
6(FJC) 67 Negativo Negativo POSITIVO +23 Negativo Negativo
6(FJC) 74 Negativo Negativo POSITIVO +14 Negativo POSITIVO
8(LAC) 0 SR POSITIVO POSITIVO +5 POSITIVO Negativo
8(LAC) 10 SR Negativo POSITIVO +8 POSITIVO SR
8(LAC) 24 SR POSITIVO POSITIVO +6 SR Negativo
8(LAC) 52 SR POSITIVO  POSITIVO +38  POSITIVO Negativo
8(LAC) 61 Negativo Negativo POSITIVO +17 Negativo Negativo
8(LAC) 79 SR Negativo Negativo Negativo Negativo
8(LAC) 88 Negativo Negativo POSITIVO +26 Negativo Negativo
8(LAC) 115 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
8(LAC) 192 Negativo Negativo POSITIVO +9 SR Negativo
8(LAC) 255 Negativo SR POSITIVO +4 SR SR
16(AC) 7 Negativo Negativo POSITIVO +33  POSITIVO Negativo
16(AC) 28 Negativo Negativo POSITIVO +6 POSITIVO Negativo
16(A0) 36 POSITIVO +13 Negativo POSITIVO +14  POSITIVO Negativo
16(A0) 49 Negativo POSITIVO POSITIVO +2 POSITIVO Negativo
16(AC) 63 Negativo Negativo POSITIVO +2 POSITIVO Negativo
16(AC) 86 Negativo Negativo POSITIVO +38  POSITIVO Negativo
16(AC) 105 Negativo Negativo POSITIVO +3 POSITIVO Negativo
16(AC) 154 Negativo Negativo POSITIVO +2 POSITIVO Negativo
16(AC 182 Negativo Negativo POSITIVO +1 POSITIVO Negativo
“SR” — Sem resultado

O numero sublinhado indica o paciente cuja amostra foi utilizada como controle
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* Abstract

We. here in, describe HCMV and HHV-7 detection during the follow-up of twenty-nine adult liver
recipients in our transplant unit. For basic immunosuppression, the patients received cyclosporine
and symptomatic HCMV infection was treated with ganciclovir. The most prevalent etiology for
liver transplantation was hepatitis C and/or alcohol abuse (45% of the patients). The laboratorial
monitoring follow-up (until 180 days after transplantation) was carried out by Nested-PCR to
HCMV and HHV-7. HCMV DNA was detected in 19/29 of patients (65.5%) and HHV-7 DNA was
detected in 14/29 of patients (48.2%). The time-related appearance of the HHV-7 and HCMV DNA
differed significantly (P=0.02) and their detection was considered independent (P=0.2). The results
show that few patients remain frec of HHV-7 or HCMYV after liver transplantation and indicate that
most patients infected actively with more then one viruses were infected sequentially and not
concurrently. Graft dysfunction, fever, gastrointestinal system abnormalities and interstitial
pneumonitis dominated the clinical picture. Thirteen out of 29 patients (44.8%) developed
symptomatic HCMV Active infection. The relationship between the detection of HCMV DNA and
HCMV discase development was considered as statistically significant (P=0.0004). In HCMV free
patients no symptoms or significant laboratorial findings could be linked with HHV-7. However,
HHV-7 was frequently detected sequentially with HCMV and a interaction with HCMV and/or
HHV-6 increasing their pathogenic effects do not be discarded. Further studies should be carried

out including HHV-6 to evaluate the relationship for betaherpesviruses group.
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Introduction

Human Herpesvirus 7 (HHV-7), Human Herpesvirus 6 (HIV-6) and Human
Cytomegalovirus (HCMV) are members of the betaherpesvirinae subfamily. HIIV-7 was recently
discovered by Frenkel et al.(1). HHV-6 and HHV-7 primary infection causes common febrile
infectious syndromes of early childhood, known as exanthem subitum and roseola, HHV-6 primary
infection occurs before HHV-7 in majority of cases. HCMV is known as major infectious
complications after solid organ transplantation (2).

HHV-6, HHV-7 and HCMV remain latent or at low level of viral replication after primary

infection and can reactivate during immunosuppressed states such as following organ
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transplantation (3). HHV-6, HHV-7 and HCMV share many propertics, suggesting that the factors
that control their reactivation or increased viral replication in immunosuppressed patients may be
similar (4).

HCMYV has been implicated as an important cause of morbidity and mortality in solid organ
transplant patients. HHV-6 has been related to graft dysfunction, bone marrow suppression and
predisposition to HCMYV disease. In liver transplant recipients, HHV-6 and HCMYV has been related
to clinical consequences mncluding fever, encephalitis, interstitial pneumonitis and bone marrow
suppression (5) but the HHV-7 specific clinical syndrome spectrum remains unclear (3.4).

HHV-6 and HCMYV detection and patient monitoring are currently carried out by Nested-
PCR and/or antigenemia. Several methods and different biological materials have been proposed to
detect HHV-7 infection. Nested-PCR using DNA extracted from either serum or plasma detect only
HHV-7 active mfection (3,5).

HCMYV disease can be defined based upon laboratorial and clinical criteria. Active infection
associated with clinical specific symptoms suggests HCMV disease (6). HHV-7 disease definition
criteria have not yet been described and the HHV-7/HCMYV association in liver transplant patients
has been occasionally studied.

In Brazil, at the present moment, there are no reports regarding HHV-7 infection in liver

transplant patients.

Materials and methods

Twenty-nine adult liver transplant patients (20 males and 9 females), mean age of 47.4 years
old (range 18-66), transplanted at the Liver Transplant Unit (University Hospital, State University
of Campinas — Sao Paulo — Brazil), between 2000 to 2004, were included in this study. The basic

immunosuppression therapy consisted of cyclosporine (0.4 mg/kg/day), methylpredinisone (1.0 g
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first month, 20 mg 30™ day decreasing to 5 mg/month until the 90" day), azathioprine (100mg/day),
MMEF (100 mg/day), FK (0.1 mg/kg/day).

Aciclovir (200 mg 12/12 hours; for two months) was employed as an antiviral prophylaxis to
herpes simplex. HCMV active infection patients, with clinical symptoms, received ganciclovir
therapy at a dose of 5 mg/kg/day for 6 weeks. Patient characteristics relating to age, sex, and
underlying disease are summarized in Table 1.

The protocol was designed in accordance with the requirements for research involving human
subjects in Brazil, and was approved by the Institutional Ethics Committee.

Peripheral blood was obtained from patients at the time of transplantation, weekly in the first
month and once a month until the end of the study (180" day). EDTA-treated blood samples were
fractionated by dextran sedimentation followed by erytrocyte lysis. The obtained granulocytes were
then centrifuged and HCMYV pp65-Antigenemia assay was carried out (routine HCMV monitoring
in our center but was not object to present study). Serum of each blood sample was separated by
centrifugation. The obtained sera were then frozen (-20°C) until the experiment.

HCMYV Nested Polymerase Chain Reaction — Peripheral Blood Leukocytes (PBL)
remaining from the HCMV antigenemia assay were lysed and the DNA was precipitated by cold
ethanol and eluted in 50 pl. of Buffer (Tris DTA Borate). This Protocol was previously described
by Bonon et al. (7).

Five microliters of DNA extracted of PBL., as described before, were used for the Nested-
PCR using reaction mixture containing specific primers to HCMV (HCMV primers; Invitrogen, Sao
Paulo, Brazil), using a technique previously described by Shibata et al.(8) and Demmler et al.(9).
The amplifications were carried out on a Peltier Thermal Cycler - MJ Research —-MA.

HHV-7 Nested Polymerase Chain Reaction — DNA was extracted from 200 pl of serum
using phenol-chloroform protocol after treatment with lysis buffer (containing SDS and proteinase
K) at 65°C over-night followed by DNA precipitation with cold ethanol. The resulting DNA pellet

were eluted in 50 plL of buffer (Tris DTA Borate).
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Five microliters of DNA extracted of serum, as described before, were used for the Nested-
PCR using a reaction mixture containing specific primers to HHV-7 (HHV-7 primers; Invitrogen,
Sao Paulo, Brazil), previously described by Pozo et al.(10) with some modifications. The
amplifications were carried out on a Peltier Thermal Cycler - MJ Research —MA.

PCR products analysis - The Nested-PCR product was analyzed after eletrophoresis in
agarose gel (Gibeo - BRL) in TEB-Buffer (Tris EDTA Borate) stained with ethidium bromide. The
amplification of the HCMV genome using referred primers results in a DNA fragment of 159 base
pairs and was selected from the MIE region of HCMV-AD169 (specific region).

The HHV-7 genome amplification using referred primers, results in a DNA fragment of 122
base pairs and amplifics only the genome of HHV-7 (U43400,52202-52009). All sequences of
primers and PCR products to both viruses were sequenced and submitted to analysis using the
Genbank database before initiating this study.

Definitions — HCMV discase was defined when active infection (Antigenemia and/or
Nested-PCR) was accompanied by clinical symptoms and HCMV histopathological identification
(6). HHV-7 active infection was defined based on Nested-PCR in DNA extracted from serum
positive results (3,5). Coinfection was defined when HHV-7 and HCMV were detected at the same
time as sampling.

There are not criteria in the literature to define HHV-7 disease but active infection
accompanicd by clinical symptoms such as fever, encephalitis, interstitial pneumonitis and
laboratorial findings (leukopenia and trombocytopenia) were considered. The monitoring of graft
function was based on elevation of serum alanine aminotransferase, alkaline phosphatase, gamma-
glutamyl transpeptidase and bilirrubins.

Statistical analysis- The comparison of categorical variables was performed using Fisher’s

exact test and Mann-Withney- U test. A P-value < 0.05 was considered as statistically significant.
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Results

HCMV DNA was detected in 19/29 of patients (65.5%) corresponding to 46/189 positive
samples (24.3%), median time to first detection of 50 days (range 0-108). HHV-7 DNA was
detected in 14/29 of patients (48.2%) during the monitoring, corresponding to 21/189 positive
samples (11.3%), median time to first detection of 24 days (range 0-170). The time-related
appearance of the HHV-7 and HCMV DNA differed significantly (P=0.02).

Both HHV-7 and HCMYV viruses were found in 11/29 patients (37.9%) but only 3 out of 189
positive concurrent samples. HCMV alone was detected in 8/29 patients (27.6%) and HHV-7 alone
was detected in 3/29 patients (10.3%). The statistical analysis showed that the detection of HCMV
DNA and HHV-7 DNA was independent (P=0.2).

Considering only the patients with active infection by both viruses, HHV-7 DNA was
detected before HCMV DNA in 6/11 patients and HCMV was detected in  2/11 patients before
HHV-7. In three remaining patients, only one sample cach was positive for both viruses during the
follow-up.

Graft dysfunction, fever, gastrointestinal system abnormalities and interstitial pneumonitis
dominated the clinical picture and both HCMV and HHV-7 viruses was temporally comparated
with of these episodes. A total of 4 deaths occurred before to complete this study (median time of
119 days; range 87-178), three related to acute rejection episode (two associated with HCMV
disease and other with hepatitis B recidive) and one death occurred after sepsis.

Thirteen out of 29 patients (44.8%) developed symptomatic HCMV Active infection. Of the
patients with no detectable HCMV DNA in their blood, none developed HCMV discase. The
relationship between the detection of HCMV DNA and HCMV discase development was
considered as statistically significant (P=0.0004). In HCMV free patients no symptoms or

significant laboratorial findings could be linked with HHV-7.
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Discussion

HHV-7 and HCMV DNA were frequently detected in patients after liver transplant (65.5%
and 48.2%, respectively). Recently, Thira et al. (3) and Feldstein et al.(5) suggested that detection of
virus DNA in serum or plasma by PCR is a useful marker for HHV-7 active infection. In
comparison to other studics, our incidence of the HHV-7 and HCMV active infection results are
relatively similar (3,11).

The results described before show that few patients remain free of HHV-7 or HCMV after
liver transplantation and indicate that most patients infected actively with more then one viruses
were infected sequentially and not concurrently. Active infection by cither HHV-7 or HCMV might
develop in independently of one another.

The results found differ of other studies based on cither HHV-7 or HCMV antigenemia, in
which HHV-7 and HCMV were detected concurrently (12). In comparison with studics based on
PCR techniques, our results were considered in accordance (3,11).

Thirteen out of 19 patients (68.4%) who were positive HCMV Nested-PCR developed
symptomatic HCMV active infection. The remaining six patients who were positive HCMV
Nested-PCR without symptoms could be explained by high sensibility of the PCR what could detect
lower viral load and were not treated. Studies on sensitivity of the HCMV Nested-PCR showed that
five copies of target DNA could be detected (15). However, the statistical analysis showed
correlation between positive Nested-PCR and HCMV discase development.

Even considering the low number of patients studied at the present moment, the HHV-7
detection was not directly linked to any symptoms nor significant laboratorial findings. However,
HHV-7 was frequently detected sequentially with HCMV and an interaction with HCMV and/or
HHV-6 increasing their pathogenic effects do not be discarded. Further studies should be carried
out including HHV-6 to evaluate the relationship for betaherpesviruses group in liver transplant

patients.
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Table

Table 1 - Characteristics of the patients studied.

Characteristic n= 29
Mean age (years) 47.4 (18 to 66)
Sex (male/female) 20/9

Diagnosis of underlying liver disease

Hepatitis C 15
Hepatitis B 2
Alcoholic liver discase 3
Hepatitis C and alcohol 2
Cryptogenic cirrhosis 2
Hepatitis B and alcohol 1
Primary bilary cirrhosis 1
Autoimmune hepatitis 1
Primary sclerosing cholangitis 1
Hemochromatosis and alcohol 1
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