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RESUMO




O Virus Epstein-Barr (EBV) e o Citomegalovirus (HCMV) sio membros da familia
Herpesvirus. Sdo encontrados em aproximadamente 90% dos individuos em idade adulta.
A infeccdo ocorre, geralmente, na infancia e € assintomdtica na maioria dos casos,
persistindo de forma latente durante toda a vida do individuo. A transmissdo destes virus

ocorre principalmente pela saliva, sangue e 6rgaos transplantados.

O EBYV esta relacionado com a mononucleose infecciosa, doenca linfoproliferativa (PTLD),
leucemia de células pilosas em pacientes com imunodeficiéncia congénita ou adquirida e
doenca de Hodgkin. O risco de um paciente transplantado desenvolver linfoma ¢&

28 a 50 vezes maior do que os individuos da populagdo geral.

Um dos fatores de risco para o desenvolvimento da PTLD s@o a variedade e intensidade da
imunossupressao utilizada no paciente pds-transplante, idade do receptor e sorologia viral
(EBV, CMYV). Dependendo da idade do receptor, do tipo de transplante e dos fatores de
risco, a prevaléncia da PTLD pode variar de 0.5% a 22%. Em transplantados pedidtricos

renais a prevaléncia chega a atingir 37%.

A principal medida terapé€utica para o controle da PTLD € a diminui¢do ou mesmo a
retirada total da imunossupressdo. Portanto a rejeicdo do enxerto se torna um problema

bastante comum, que compromete a qualidade e/ou expectativa de vida dos pacientes.

A introdugdo de testes laboratoriais rdpidos e precoces permite aos clinicos detectar a
replicacdo viral do EBV e diagnosticar, consequentemente, a infec¢do ativa antes do inicio
da doenca. Isso proporciona a oportunidade de iniciar o tratamento especifico

precocemente.

Foram estudadas amostras de sangue e soro de 46 pacientes submetidos a transplantes de
células hematopoéticas, acompanhados no Servico de Transplante de Medula Ossea

(STMO) do Hospital das Clinicas da UNICAMP/HEMOCENTRO.

Trabalhamos no estudo para diagnosticar a infeccdo ativa e quantificar a carga viral do
virus Epstein-Barr (EBV) em pacientes transplantados de células hematopoéticas.
Relacionar infeccdo ativa do virus Epstein-Barr com o Citomegalovirus (CMV) e verificar
a incidéncia da Doenca linfoproliferativa e a Doenca do enxerto contra o hospedeiro

(GVHD) nos pacientes estudados.
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Diagnosticamos infec¢do ativa pelo EBV em 22 (47,8%) pacientes que apresentaram uma
carga viral muito baixa (média de 29 copias/ul). Co-infeccio entre EBV e CMV ocorreu em
15/46 pacientes (32,6%). Doenca por CMV ocorreu em 7/46 (15,2%) pacientes no trato
gastrintestinal. Todos estes doentes apresentaram infeccao ativa pelo CMV e 4/7 (57%)
apresentaram infec¢ao ativa pelo EBV. Um destes pacientes foi a 6bito por doenca por
CMV. Verificamos que nenhum dos pacientes apresentou doenca linfoproliferativa

relacionada ao EBV.

Os casos de co-infec¢do ativa EBV+CMV em relacdo a ocorréncia de GVHD foram

estatisticamente significantes (p=0.001).

Concluimos que a infeccao pelo CMV ainda é a maior causa de morbidade e mortalidade
nos pacientes apos o transplante. A JPCR é uma ferramenta ttil para verificar os pacientes
que reativaram pelo EBV apds o transplante e pode auxiliar na preven¢do da doenca
linfoproliferativa causada pelo EBV juntamente com a identificacdo dos fatores de risco
associados. Verificamos a ocorréncia e significaincia do GVHD e infeccao ativa pelo CMV,

mas nao observamos esses mesmos resultados comparados ao EBV.

Resumo
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ABSTRACT




Epstein-Barr Virus (EBV) and Cytomegalovirus (CMV) are members of herpesvirus
family. They are found in approximately 90% of the individuals in adult age. The infection
generally occurs subclinicaly during the childhood in the major of the cases persisting in
latent form during all the life of the individual. The transmission of these viruses occurs
mainly for the saliva, blood and transplanted organs. EBV is related with mononucleose
infectious, lynfoproliferative disease (PTLD), leukemia of hair cells in patients with
congenital or acquired immunodeficiency and Hodgkin’s disease. The risk of a transplanted
patient to develop linfoma is 28 to 50 % more than other individuals of the general

population.

One of the risk factor for the development of the PTLD is the variety and intensity of the
imunossupression used in the patient after-transplant, age of the recipient and viral serology
(EBV, CMYV). Depending on the age of the recipient, the type of transplant and the risk
factor, the prevalence of the PTLD can vary of 0.5% 22%. In renal pediatric
transplantation, the prevalence can arrives to reach 37%. The main therapeutical measure
for the control of the PTLD is the reduction or total withdrawal of the imunossupression.
Therefore the lost of graft is a common problem, that compromises the quality and/or life

expectancy of the patients.

The introduction of early and rapid laboratorial tests can permit to the physicians to detect
the viral response and detect the active EBV infection before the disease. This provides the

chance to initiate the specific treatment.

We studied samples of blood and serum of 46 patients submitted to hematopoietic stem cell
transplantation at the Bone Marrow Transplant unit of the University Hospital of the

UNICAMP/HEMOCENTRO.

We worked in the study to diagnosis the active infection and quantify the viral load of the
Epstein-Barr virus (EBV) in transplanted patients of hematopoetic stem cells, to relate
active EBV infection with active CMV infection and to verify the incidence of the

lynfoproliferative disease and graft versus host disease (GVHD) in the studied patients.

Abstract
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Active EBV infection detected by Real-Time PCR occurred in 22 patients (47,8%).
The viral load found was very low (range 29 copies/ul). Co-infection between EBV and
CMV occurred in 15/46 patients (32,6%). CMV disease occurred in 7/46 (15,2%) patients
in the gastrointestinal tract. All these patients had active CMV infection and 4/7 patients
(57%) had active EBV infection. One of these patients died by CMV disease. No patient

presented lymphoproliferative disease related to the EBV.

The cases of active EBV and CMV (co-infection) infection in relation to the occurrence of

GVHD had been statisticaly significant (p=0.001).

We conclude that the active CMV infection is already the most cause of morbidity and

mortality of the patients after the transplant.

The gqPCR is a useful tool to verify the patients who had active EBV infection after the
transplant and the identification of the risk factors associates prevention the development of
the lymfoproliferative disease caused by the EBV. We verify the occurrence and
significance of the GVHD and active CMV infection, but we do not observe these same

results related to the EBV.

Abstract
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1.1- Historico do Epstein-Barr (EBV)

O Epstein-Barr (EBV) foi descoberto em 1964 a partir de um estudo de
microscopia eletronica utilizando cultura de células obtidas de linfoma de Burkitt
(Epstein et al; 1964). Quatro anos apds, em 1968, demonstrou-se que o EBV era o agente

etiologico da mononucleose infecciosa (Epsten et al, 1964; Henle, et al; 1968).

Nos anos 70, o DNA do EBV foi identificado em tecidos de pacientes com
carcinoma de nasofaringe (Zur Hausen et al; 1970) e, posteriormente nos anos 80,
demonstrou-se que o EBV estaria relacionado a doenga linfoproliferativa e leucemia de
células pilosas em pacientes com imunodeficiéncia congénita ou adquirida (Ziegler, et al;
1982; Greespan., et al; 1985) assim como a doenca de Hodgkin (Weiss et al; 1989).
Desde entdo, o EBV tem sido identificado em varios tumores, incluindo as sindromes
linfoproliferativas de células B, o linfoma de células T e a doenga de Hodgkin (Jones et al;
1988; Weiss et al; 1999). Em 1997, o EBV foi classificado pela Agéncia Internacional de
Pesquisa, como carcinogeno de grau I que, comprovadamente, causa neoplasias em

humanos (Niedobitek, 1999).

Também existem evidéncias de que o EBV possa estar associado a outros
tumores malignos, como o carcinoma gastrico, mamario, de glandulas salivares, pulmao,
timo, células hepaticas e esofago (Vortmeyer et al; 1998; Chen et al; 2003).
O papel do EBV, na etiopatogénese dessas neoplasias, particularmente em relacdo aos
carcinomas mamario e hepatocelular, necessita melhor bem investigado (Herrman &

Niedobitek, 2003).

1.2- Historico do Citomegalovirus (HCMYV)

O Citomegalovirus Humano (HCMYV) foi inicialmente identificado por Ribbert
(1904), que observou a presenca de grandes inclusdes celulares no rim de um natimorto
com sifilis em 1881. Em 1921, Goodpasture & Talbot (1921) foram os primeiros a sugerir
que as alteracdes celulares observadas eram similares as lesdes de pele causadas pela

varicela e que a citomegalia poderia ser provocada pelo efeito indireto de um agente

Introdugdo
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similar. Esses pesquisadores também observaram que as inclusdes nucleares estavam

algumas vezes associadas com inclusdes no citoplasma.

Lipschutz (1921) também descreveu inclusdes similares, que foram associadas
com lesdes em humanos e coelhos infectados com herpes simples. Farber & Wolbach
(1932) foram os primeiros a usar o termo doenca do virus das glandulas salivares, devido a
propensdo do virus em induzir inclusdes nucleares caracteristicas em linhagens celulares de

epitélio do ducto de glandulas salivares (Hanshaw et al, 1985).

O isolamento do citomegalovirus humano (HCMV) ocorreu nos anos de 1956 e
1957, de maneira quase simultinea, a partir dos experimentos de trés pesquisadores.
Smith (1956) isolou o agente a partir de material procedente de duas criancas, tendo uma
delas falecido com a Doenga de Inclusdo Citomegalica generalizada. Rowe e colaboradores
(1956) isolaram o virus de tecidos de adendides, ap6s adenoidectomia; Weller et al (1957)
recuperou o virus de figado e urina de criangas com Doenca de Inclusdo Citomegalica

generalizada.

Em 1960, com o progresso ocorrido na area dos transplantes, a infeccdo pelo
HCMV passou a ser considerada uma entidade de grande importdncia clinica
(Rubbin, 1990). Nesta mesma época, a denominagdo citomegalovirus foi proposta por
Weller e colaboradores (1960), substituindo as denominagdes anteriores de “virus das
glandulas salivares” ou “virus da doenca de inclusdo citomegalica”, entre outras utilizadas.
A partir desta fase, o HCMYV foi pela primeira vez reconhecido como o principal patogeno

em hospedeiros imunossuprimidos. (Costa, 1999; Riley, 1997).

1.3- Classificacao
1.3.1- Classificagdo do EBV

O EBV ¢é membro da familia Herpes (HHV-4), sendo um dos mais sete
herpesvirus patogénicos para o homem. O genoma viral encontra-se dentro de um envelope

e consiste de uma molécula de DNA linear, de 172 quilobases que codifica,
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aproximadamente, 100 proteinas virais. Durante a replicagdo, essas proteinas sao
importantes para a regulacdo da expressdo génica, para a replicacio do DNA wviral,
para a formagdo da estrutura de componentes estruturais do virion e para controlar a

resposta imune do hospedeiro (Bauforth., et al, 1999).

a) Genoma EBV: Genes latentes
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The Epstein—Barr virus (EBY) genome
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Figura 1- A) Genoma do EBV: genes latentes. B) Mapa linecar do genoma do EBYV,

demonstrando a leitura aberta para a maioria das proteinas latentes.
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1.3.2- Classificagado do HCMV

O HCMV foi originalmente classificado como um betaherpesvirus, com base
em critérios morfoldgicos e bioquimicos. A morfologia dos virus do grupo herpes era
desconhecida até¢ 1960, quando foi observado o formato icosaédrico através de microscopia
eletronica. Devido a semelhanca morfoldgica e a presenga do DNA de fita dupla,
o citomegalovirus foi considerado um membro do grupo herpes. O citomegalovirus

humano ficou classificado como Herpesvirus Humano 5 (HHV-5).

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

densidade de 1.716-1.717 g/em’, correspondente a 58% de guanosina e citosina, figura 2.

Sequéncia Génomica do HCMV
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< :~| < 5
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Figura 2- Organizagdo do genoma do HCMV.

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

Estrutura Viral dos Herpesvirus: (Representado na figura 3)

Todos os Herpesvirus, apresentam 4 elementos estruturais principais

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

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

proteinas;

(4) Um tegumento, localizado entre o nucleocapsideo e o envelope.
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Capsomero

Genoma

Tegumento ou Matriz
Envelope Lipidico

Glicoproteinas

Figura 3- Estrutura dos Herpesvirus Humanos.

Fonte: Copywright 1994 — 97 Marko Reschke

1.4- Epidemiologia e transmissao
1.4.1- Virus Epstein-Barr

O EBV ¢ um virus extremanente comum, e aproximadamente 90% dos
individuos na idade adulta apresentam anticorpos contra o mesmo. A infec¢do ocorre,
geralmente, na infancia e ¢ assintomatica na maioria dos casos, persistindo de forma latente
durante toda a vida do individuo. Nos paises desenvolvidos, a infeccdo primaria,
muitas vezes, ocorre na adolescéncia, ou mesmo na fase adulta, causando uma doenca

linfoproliferativa, denominada mononucleose infecciosa (Evans, 1972; Silva et al; 2003).

A taxa de endemicidade para o virus Epstein-Barr varia conforme a regiao
geografica, sendo extremamente elevada nos paises do Norte da Africa (Algéria e Tunisia)

e extremanente baixa no Norte da Europa (Dinamarca ¢ Holanda). O Brasil ¢ considerado
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um pais de endemicidade intermedidria entre aquelas duas regides (Crawford, 2001).
Estudos realizados em Sdo Paulo, onde aproximadamente 80% da populacdo tem
anticorpos para o EBV aos 12 anos de idade (Candeias & Pereira, 1970, Carvalho et al;
1975), mostraram que a mononucleose infecciosa classica também ocorre em paises em
desenvolvimento, s6 que em uma faixa etaria mais baixa daquela observada nos paises
desenvolvidos (Carvalho et al; 1981). A explicagdo destes achados estaria provavelmente
no fato de que, embora a infec¢do pelo EBV em criancas seja assintomdtica ou nao
caracteristica, a pequena porcentagem destas infec¢des que se expressam clinicamente
como mononucleose infecciosa tipica representaria, em termos absolutos, um numero

razoavelmente grande de casos (Fica, 2003).

Observou-se que o numero de casos na infincia, em paises em
desenvolvimento, ¢ maior do que o nimero de casos em adolescentes e adultos jovens

(Pannuti; 1981), contrastando nitidamente com o que se observa nos paises desenvolvidos.

A transmissdo pelo EBV  ocorre principalmente pela  saliva,
embora hemoderivados e 6rgdos transplantados também possam ser fontes de infeccao
(Evans, 1972; Thorleu, 1988; Cohen, 2000). Transmissdes pelo sangue e ar, no entanto,
ndo podem ser descartadas (Lennette, 1995). Apds a infec¢do primaria que, geralmente,
ocorre na adolescéncia e causa em aproximadamente 30 a 50% dos casos a mononucleose
infecciosa, o virus pode estabelecer uma infeccao persistente nos individuos contaminados,
(Faulkner et al; 2000). Nas regides sem saneamento basico e alta densidade populacional,

a infeccdo primdria ocorre nos primeiros anos de vida (Evans, 1972; Kafuko et al; 1972).

Para o virus entrar na célula B o envelope glicoprotéico gp350 liga-se ao
receptor viral (molécula CD21) na superficie da célula B. Além disso, moléculas da classe
IT do complexo maior de histocompatibilidade (MHC) servem como cofator para a infec¢ao
das células B. Cerca de 100 genes virais sdo expressos durante a replicagdo,
sendo seis proteinas nucleares (EBNAs), duas proteinas de membrana (LMPs) e

dois tipos de RNA nio transladado (EBERSs) (Silva & Zucoloto, 2003).

As EBNAs desempenham um papel central na manutencdo da infec¢do latente
pelo EBV, sendo necessarias para a replicagdo do genoma viral e regulam a transcri¢ao dos

genes latentes, de infeccao (Leignt & Sugden, 2000). O EBNAT inibe a resposta imune do
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hospedeiro ao EBV, e a relagdo do EBNAT com carcinomas prediz um pior prognostico.
O EBNA2 aumenta a expressao das proteinas de membrana latente 1 e 2 (LMP1 e LMP2)
contribuindo para o aumento das células B. O EBNA3 tem por fun¢do regular a expressao
de genes celulares, aumentando a habilidade do EBNA2 em regular o LMPI1
(Silva & Zucoloto., 2003). (Figura 4).
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Figura 4- Mecanismo de infec¢@o primaria no hospedeiro
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1.4.2- Citomegalovirus (HCMV)

A infec¢do pelo HCMV ocorre comumente na maioria da populacdo, sendo que
o virus infecta de 0,5 a 1,0% dos recém-nascidos e aproximadamente 50% dos adultos em
paises desenvolvidos. E de baixa prevaléncia em paises europeus, na Australia e na
América do Norte (40 a 60% dos individuos sdo infectados), enquanto que em populagdes
de nivel socio-econdmico mais baixo, a prevaléncia ¢ significantemente maior, variando
entre 80 a 100%. A prevaléncia de anticorpos contra 0o HCMV (anti-HCMV) eleva-se com

a idade, atingindo niveis maximos apos os 25 anos (Pannuti, 1984; Hardy et al., 1985).

No Brasil, os dados epidemiologicos disponiveis sdo restritos a algumas areas
urbanas, tais como o estado de Sdo Paulo. Estudos utilizando amostras de soro coletadas de
individuos saudaveis de diferentes grupos de idade em Sao Paulo e testadas para anticorpos
anti-HCMV mostraram que em criancas de 0 a 4 anos de idade, a soroprevaléncia ¢ de
60%, com um lento aumento ap6s os 15 anos. Para individuos com idade entre
51 e 60 anos, a soroprevaléncia encontrada ¢ de 80% (Almeida ef al., 2001). A incidéncia
nos Estados Unidos e no norte da Europa ¢ de 50 a 60% e no Brasil ¢ de 93%

(Nichols & Boeckh, 2000; Costa, 1999).

Aproximadamente 10% das infecgdes  primarias em  pacientes
imunocompetentes estdo associadas com a sindrome da mononucleose, caracterizada
principalmente com mal-estar, febre e linfocitose atipica sendo que maioria das infec¢des
primarias passam desapercebida. O virus permanece latente no endotélio e em células
mononucleares do sangue periférico, durante todo o tempo de vida do hospedeiro e ¢

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

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

(Veronesi, 1991).

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

(Rubin, 1990).
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*¢ Na infecgdo primaria, a fonte viral pode ser pré-natal (transmissdo transplacentaria)
(Epps et al., 1995), transfusdo intrauterina (Vilmer & Pérol, 1984), perinatal
(secre¢do cervical) e pds-natal (urina infectada, saliva, leite materno) (Epps et al.,
1995), transfusdo de sangue e transplante de 6rgdos (Tegtmeier, 1989; Forman & Zaia,

1994).

X/

¢ Apos a infeccdo primaria, o HCMV permanece em uma condi¢do de infecgdo latente,
porém, ocasionalmente, torna-se reativado e os virions infecciosos aparecem na saliva
e/ou urina. Essas reativacdes tempordarias sdo assintomaticas, mas permitem que o virus
se espalhe horizontalmente e, ainda, verticalmente se a reativacdo ocorrer durante a

gestagdo (Drago et al., 2000).

¢ A reativacdo ¢ induzida pela alteracdo no relacionamento parasita-hospedeiro devido a
mecanismo fisioldgico, tal como ocorre na gravidez, por um decréscimo natural das
defesas imunoldgicas; nas doengas debilitantes ou no emprego de drogas

imunossupressoras e procedimentos cirargicos (Drago et al., 2000).

¢ A reinfeccdo ¢ devida a um virus novo com um diferente tipo antigé€nico
(Tegmeier, 1989). Embora seja epidemiologicamente importante distinguir reinfeccdo e
reativagcdo, ambas sdo clinicamente similares. O termo infec¢do recorrente, portanto,
¢ freqiientemente usado para descrever ambas as possibilidades. Em adultos normais,
a infeccdo por HCMV pode ser também considerada uma doenga sexualmente
transmissivel sendo mais prevalente em mulheres com infec¢do gonocdcica anterior ou

atual (Lesher, 1988).

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

maiores risco de desenvolver a doenca por HCMV (Costa, 1999).
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1.5- Manifestacoes Clinicas
1.5.1- Epstein-Barr

Quando a infec¢do primdria ocorre na infancia, esta se apresenta, geralmente,
assintomatica ou com sintomas brandos indistinguiveis de viroses comuns. Entretanto,
quando a infec¢ao pelo EBV ocorre na adolescéncia e idade adulta se apresenta com o
quadro tipico de mononucleose febre alta, calafrios, linfonodomegalia principalmente
cervical, placas acinzentadas em orofaringe e amigdalas, intensa prostragdo e mialgia.
(Niederman & Evans, 1997). Associacdo entre idade e desenvolvimento da mononucleose
infecciosa nao estd clara, sendo sugerido como principal fator a carga viral de contagio.
As doses virais ingeridas por criangas em contato com objetos contaminados seriam muito
menores do que as ingeridas por adultos jovens através do beijo. Além disso, o EBV foi
detectado em secregdes do trato genital feminino e masculino, justificando a possibilidade

da infecgdo pelo contato sexual (Rickinson & kieff, 1996).

As manifestacdes clinicas da doenca pelo EBV geralmente sao febre,
garganta seca, linfonodomegalias. As vezes, a esplenomegalia e hepatomegalia podem
acompanhar a infeccdo. Mais de 50% dos pacientes com mononucleose infecciosa
apresentam febre, linfadenopatia e faringite. Menos de 10% apresentam esplenomegalia,
petéquias no palato e hepatomegalia. Normalmente, a doenga ¢ autolimitada. Raramente,

prolonga-se por mais de seis meses, quando passa a ser denominada infec¢@o cronica, ativa,

pelo EBV (Evans, 1972; Silva & Zucoloto, 2003).

No hemograma podemos encontrar leucocitose com linfocitose acentuada na
segunda e terceira semanas, durante 2 a 6 semanas, linfocitos de Downey (linfocito atipico
com citoplasma aumentado e nucleo condensado). Trombocitopenia leve pode aparecer em

aproximadamente metade dos casos.

1.5.2- Citomegalovirus

A doenga por HCMV em imunocompetentes, quando se manifesta, assume
forma semelhante & mononucleose infecciosa, classicamente caracterizada por febre de

duracdo prolongada, fraqueza, sudorese, mialgia, hepatomegalia, esplenomegalia,
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ou ambos, ¢ adenopatia. Linfonodomegalia e exsudato amigdaliano sdo pouco encontrados,
ao contrario do que se verifica na mononucleose infecciosa causada pelo virus
Epstein-Barr. Ictericia e exantema maculopapular podem ser eventualmente observados.
Em relagdo aos exames laboratoriais, o hemograma pode apresentar linfocitose relativa e
absoluta e presenca de grande nuimero de linfécitos atipicos. As enzimas hepaticas
(TGO e TGP) podem estar moderadamente elevadas em cerca de 80% dos casos

(Weller, 1971; Pannuti et al, 1987; Pannuti, 2001).

1.6- Ciclo de Replicacao
1.6.1- Epstein-Barr

O virus inicialmente se replica nas células epiteliais da orofaringe do
hospedeiro e, subsequentemente, infecta e se replica em linfocitos B presentes nos tecidos

linféides adjacentes (Cohen, 2000; Niedobitek et al; 1997).

O genoma do EBV consiste de uma molécula de DNA linear, a qual codifica
cerca de 100 proteinas virais, representada na figura 1. Durante a replicagdo viral,
estas proteinas sdo importantes na regulacdo da expressio de genes do virion e na

modula¢do da resposta imunolédgica do hospedeiro (Niedobitek et al; 1997).

A infecgdo de células epiteliais pelo EBV in vitro resulta em replicacdo ativa e
lise da célula infectada. Por outro lado, infec¢do in vitro do EBV, em células B, resulta em
infeccdo latente com imortalizagdo das células infectadas (Sixbey., et al, 1983).
Sendo assim, ha dois tipos celulares que sdo alvo do EBV, linfocitos B e as células

epiteliais (Pegtel et al; 2004).

Para o virus entrar na célula B, o envelope glicoprotéico gp350 liga-se ao
receptor viral (molécula CD21) na superficie da célula B. Além disso, moléculas da classe
IT do complexo maior de histocompatibilidade (MHC) servem como cofator para a infecg¢ao
das células B (LI ef al; 1997). Pacientes com agamaglobulinemia ligada ao X ndo possuem
células B maduras o que impede a infeccdo pelo virus in vitro e in vivo

(Faulkner et al; 1999).
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Apo6s infectar os linfocitos B, o genoma linear do EBV se torna circular,
formando um epissomo, caracteristico da forma latente do virus. Assim, o linfocito B de

memoria € considerado o sitio de infecgdo latente para o EBV.

Portanto, acredita-se que os locais de persisténcia do EBV, nos individuos,
sejam as c¢lulas B de memoria. Em adultos normais, e com IgG-positiva para o EBV,
de 01 a 50 células B por milhao estdo infectadas pelo EBV e, em cada individuo, o nimero

de células infectadas latentes permanece estavel por anos (Babcock et al; 1998).

A infecgdo dos linfocitos B se da pela adsor¢do do virus a molécula CD21 na
superficie celular. A ligagdo ¢ feita por uma glicoproteina do envelope viral (gp350/220)
que também ¢ responsavel pela interiorizagdo do virus através de endocitose (Maruo, et al;
2001). No interior celular, o DNA viral migra para o nticleo onde ¢ circularizado formando
um epissomo (Rickinson & Kieff; 1996). Esse processo in vitro transforma linfécitos B em
linhagem linfoblastdide de crescimento permanente, que comecam a expressar uma

variedade de genes do ciclo latente (Rickinson & Kieff; 1996).

Cerca de 100 genes virais sdo expressos durante a replicagdo, mas apenas
10 sdo expressos in vitro nas células B, infectadas, latentes: seis proteinas nucleares
(EBNA), duas proteina de membrana (LMPs) e dois tipos de RNA nio translados (EBERS).
Essa diminui¢do no numero de proteinas virais limita o reconhecimento das células

infectadas pelas células T, citotoxicas (Cohen, 2000).

A proteina do antigeno nuclear 1 do EBV (EBNA 1) liga-se ao DNA viral,
fazendo com que o genoma viral permaneca na célula infectada como um epissomo circular
(Yates et al; 1984). Desempenha, portanto, um papel central na manutencao da infecgao
latente pelo EBV. O EBNA 1 ¢ necessario para a replicagdo do genoma viral e ¢ um fator
regulador chave, na transcricdo dos genes latentes, de infeccdo (Leight & Sugden; 2000).
A proteina transcrita do EBNA 1 ¢ separada em um dominio N-terminal e em um
dominio C-terminal, por uma seqiiéncia repetitiva de glicina e alanina. Essa seqiliéncia inibe
a apresentacdo do antigeno ao complexo maior de histocompatibilidade, inibindo a resposta
imune do hospedeiro ao EBV. Além disso, essa seqiiéncia aumenta em carcinomas,

correlacionando com um pior prognoéstico (Murray et al; 2003).
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Podem ser reconhecidos trés tipos de laténcia dependendo da variedade de
expressdo dos genes. A laténcia III esta presente em linhagens celulares linfoblastoides,

sendo as outras duas formas associadas a neoplasias.

O antigeno nuclear 2 do EBV (EBNA 2) aumenta a expressao das proteinas de
membrana latente 1 ¢ 2 (LMP 1 e LMP 2), assim como das proteinas celulares que
contribuem para o crescimento das células B (Johannsen et al; 1995). O antigeno nuclear 3
do EBV (EBNA 3) também regula a expressao de genes celulares, aumentando a habilidade

do EBNA 2 em regular o LMP 1 (Lin et al; 2002).

Através da andlise génica ¢ possivel distinguir os tipos A ¢ B do EBV,
porque as seqiiéncias dos genes EBNA-2, EBNA-3a, EBNA-3b ¢ EBNA 3-c sdao diferentes
entre si (Caldewell et al; 1998). O tipo A do EBV ¢ muito mais eficiente em imortalizar as
células B dos linfécitos do que o tipo B (Rickinson & Kieff; 1987), mas acredita-se que o
tipo B s6 € capaz de transformar células B, em individuos imunodeficientes (Shibata et al;
1993). No Brasil e nos paises ocidentais, o tipo A ¢ o prevalente, enquanto,

na Africa Equatorial, o tipo B é o mais frequentemente detectado (Chen et al; 1996).

A deteccao dos marcadores de infeccao latente varia de doenga para doenga,

seguindo 4 tipos de expressdo, conforme especificada na Tabela 1 (Cohen, 2000).

Tabela 1- Tipos de expressao dos genes latentes, do virus Epstein-Barr.

~Doenca

 Linfoma de Burl

Legenda: EBNA, antigeno nuckear do virus Epstein-Barr; LMP, proteina latente de membrana; EBER RNA, codificado do virus
Epstein-Bar. + expressa o gene, - ndio expressa o gene, +/- pode ou ndo expressar o gk
Fonte: Medicina, Ribeirfo Preto, 36: 26-23, jan/mar. 2003.
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As células com infec¢ao latente podem perder o controle de proliferagao por
mecanismos ainda pouco conhecidos, provavelmente relacionados a disfungdes do sistema
imunologico (Knecht et al; 2001). Ha evidéncias de que o EBNA-1 possa atuar
diretamente, como um oncogene. O EBNA-1 ¢ expresso em todos os tecidos neoplésicos,
associados ao EBV, mas a taxa de expressdo varia entre os tumores (Wilson et al; 1996;
Oudejans et al; 1996). O EBNA-2, por sua vez, induz a ativagdo do ciclo replicativo do
EBV e sua expressdo ¢ essencial para a transformacdo neopldsica, de linfocitos B
(Fujiwara, 2001). Finalmente o EBNA-3c ¢ essencial para a transformac¢do neoplésica de
linfocitos B, porque regula a transcrigdo de genes envolvidos no processo de imortalizagdo
dessas células. Em 2001, verificou-se que o EBNA-3c inibe, especialmente, a proteina
supressora de metastases Nm23, favorecendo a progressdo maligna, com metastases das
neoplasias associadas ao EBV. A inibicdo do Nm23 ¢ mais acentuada nos carcinomas

mamarios e nos linfomas de Burkitt quando associado ao EBV (Subramanian et al; 2001).

O gene do antigeno nuclear 4 do EBV (EBNA-4) estd frequentemente mutado
na doengca de Hodgkin, no carcinoma géstrico ¢ em linfomas associados ao EBYV,

sugerindo que possa ter algum papel na etiopatogenia dessas neoplasias (Chu et al; 1999).

Uma delecdo caracteristica de 30 pares de base foi identificada na extremidade
3’ do gene que codifica a proteina latente de membrana 1 (LMP 1). Essa delegdo foi,
inicialmente, detectada em carcinomas de nasofaringe, sendo associada a maior
agressividade do tumor (Chen et al; 1996). O LMP 1 atua como um oncogene ¢ a expressao
dessa proteina, em camundongos transgénicos, resulta em linfoma de células B
(Kulwichit et al; 1998). O mesmo efeito ndo ¢ verificado em linfécitos T, sugerindo que o
EBV promove linfomas de células T por mecanismos que ndo dependem do LMP 1

(Xu et al; 2002).

Durante o processo de transformacdo neoplasica, o LMP 1 ativa os receptores
do fator de necrose tumoral, com ativagdo de alguns genes; levando a proliferacdo de
linfocitos com supressao da capacidade de formar centros germinativos, formando linfomas
(Knecht et al; 2001). Porém, o LMP 1, geralmente, ndo € mais expresso quando o tumor ja
estd muito avancado, sugerindo que ndo desempenha papel relevante na manutencdo da

neoplasia (Ohshima et al; 1999).
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O p53 ¢ um gene regulador do ciclo celular e, em condigdes normais,
impede que células com lesdo no DNA sofram divisdes mitdticas, além de induzir a
apoptose, (Figura 5). Quando mutado, o gene perde sua agdo regulatéria, favorecendo o
desenvolvimento de neoplasias malignas (Hollstein et al; 1991). Mutagdes no p53 foram
detectadas no linfoma de Burkitt e nos carcinomas gastrico e de cabega e pescogo
associados ao EBV, sendo o carcinoma da nasofaringe mais fortemente associado ao EBV,
raramente apresentando mutagdes no p53 (Chan et al; 2001; Yang et al; 2001;

Crook et al; 2000).

Esses dados sugerem que o virus Epstein-Barr pode ter varios mecanismos de

acdo, cuja importancia varia conforme o tecido alvo.

N Célula
S \ T cal
- | L UENY |

l.l\.\:i.ll |-
1
l"‘""-‘l‘_’ pe3 mutante e -
do DNA ) ) -
g 1 A poptose
" / .\\. Y pS3 selvagem
[} T ' R |'. t | .-'l HRetonnala dis
- - I\\L_/ " Indugio da e
T p2l
Acumulo da
profeina ps3 Lesiio
—
minim:a

Parada do ciclo celular
e reparo do DNA

Figura 5- Modelo sugerido para o desenvolvimento da proteina p53 no reparo da DNA ¢ a

perda desta atividade mediada pela proteina p53 mutante.

Fonte: Revista Brasileira de Cancerologia, 2001, 47(3): 291-01.
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1.6.2- HCMV

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

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

O ciclo replicativo do HCMV apresenta padrdo similar ao dos demais
herpesvirus, e apos infeccdo e incorporagdo do material genético, um pequeno nimero de
genes ¢ transcrito, codificando proteinas que regulam sua expressdo; estas proteinas sdao
denominadas antigenos imediatamente precoces (IEA) e estimulam a producgdo de proteinas
denominadas de antigenos precoces (EA). Os antigenos sdo expressos nas membranas
celulares e, em seguida, nas nucleares. Antigenos tardios (LA) tém funcdo constitucional e

sdo expressos apos replicacdo do DNA (Straus, 1990; Colimon & Michelson, 1990).

O Citomegalovirus Humano e outros tipos de CMV que infectam outras
espécies de animais sdo altamente espécie-especifica, mas apresentam caracteristicas de
replicacdo e sindromes da doenca similares (Alford & Britt, 1990; HO, 1991;
Pannuti, 1984). Muitas cepas de HCMV circulam continuamente na populagdo em geral

(Van Der Merr et al, 1996).

Fases do ciclo replicativo do Citomegalovirus (HCMY)

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

possivelmente, nos genes celulares;
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¢ B (E) — inicia-se ap6s o periodo IE e é caracterizada pela replicacdo do DNA viral,

producdo de proteinas nas células infectadas e producao da progénie;

% y (L) — fase em que componentes estruturais ou de maturagdo dos virus produzidos e o

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

1.7- Doenca Linfoproliferativa Pos-Transplante (PTLD)

As doengas linfoproliferativas pos-transplante sdo o segundo tipo de neoplasias

que mais se desenvolvem nesses pacientes (Buell & Woodle, 2004; Hanaway et al, 2004).

Pacientes pos-transplantados de orgdo solidos ou de medula d6ssea recebendo
terapia imunossupressora, portanto tem grande risco de desenvolver PTLD associada ao
EBV. A maioria dos casos se apresenta durante o primeiro ano apds o transplante.
Na apresentacdo da PTLD pode haver predominancia de células T e células B com padrao
monomorfico ou polimérfico (Imashuku et al, 2004; Baudouin et al, 2004). A doenga pode
ocasionar febre e adenopatias podendo rapidamente levar a um curso fatal, ndo responde a
reducdo da imunossupressdao. A PTLD acomete cerca de 25% dos pacientes transplantados
(Asa, G., et al, 2000). A freqliéncia do acometimento ganglionar e amigdaliano varia de
33 a 66% a semelhanga da sindrome de mononucleose infecciosa (Dror .et al, 1999;
Nalesnik., et al, 2000) As manifestagdes clinicas da PTLD se sobrepdem as de processos
infecciosos ou a rejei¢do aguda do enxerto, o que dificulta, muitas vezes, a intervencao
precoce. O envolvimento do enxerto pelo linfoma ¢ comum e depende do tipo de

transplante (Malatack et al., 1991; Dror et al, 1999; Nalesnik, 2000).

Um dos fatores de risco para o desenvolvimento da PTLD sao a variedade e
intensidade da imunossupressdo apresentadas pelo paciente pos-transplante, a idade do
receptor e a sorologia viral (EBV, HCMV, HCV). Dependendo da idade do receptor e do
tipo de transplante, a incidéncia da PTLD pode variar de 0.8% a 32% (Timuragaoglu et al;
2006), transplantados pediatricos chegam atingir cerca de 37% (Haque et al; 1996;
Axelrod et al; 2003).
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Gartner observou que receptores de medula dssea desenvolveram PTLD
principalmente durante os primeiros seis meses apds o transplante e esta incidéncia variou,
consideravelmente, dependendo dos fatores de risco relacionados: infec¢des primarias apds
o transplante, o uso de globulina anti timdcitos ou anticorpos monoclonais anti-CD3,
durante a terapia de imunossupressao, ¢ também a infec¢do primaria ou reativacdo do
HCMV (Gartner., et al, 2002). Observou-se também que em transplante de 6rgaos solidos,
a carga viral do EBV pode ser encontrada em niveis mais baixos comparados com
transplantes de medula dssea, demonstrando a nao uniformidade da correlagdo de aumento
da carga viral e o diagnostico clinico da PTLA. Deste modo, a correlagdo entre a carga viral
do EBV e PTLD ocorridos em transplantados de o6rgao solidos ndo ¢ claramente
compreendida quando correlacionados ao transplante de medula 6ssea (Orentas, et al,

2003).

A classificagdo histologica da PTLD mais aceita divide a doenca em trés
categorias: 1) hiperplasia linféide policlonal, 2) doenga linfoproliferativa polimorfica e
3) doenca monoclonal maligna (Harris et al; 1997). Nesta ultima, estdo incluidos os
linfomas ndo-Hodgkin de origem B (maioria dos casos), os linfomas de células NK,
os plasmocitomas, o miecloma multiplo e a doenga de Hodgkin. Esta classificagdo tem a
vantagem de incorporar todas as formas de doengas linfoproliferativas pos-transplante em

uma nomenclatura acessivel e descomplicada.

Os linfomas (tabela 2) representam o terceiro cancer mais comum em criangas
correspondendo a 12% de todas as neoplasias nos Estados Unidos, sendo o Linfoma de

Hodgkin’s o mais freqiiente (cerca de 60% dos linfomas) (klumb, 2001)
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Tabela 2- Doencas associadas ao EBV e a porcentagem de ocorréncia.

Doenca

Patologias benignas

Mononockose infecciosa
Levcoplaque pilosa, oral
Pscudotumor mflanatdmo

Linfomas nao Hodykin ¢ neoplasias associadas a immmode ficiéncias
Lmfoma ndo Hodgkin (toedos os sublipos)
Lmfoma ndo Hodgkm, relacionado a AIDS
Linforma cerebral (relacionado a AIDS)
Lmfoma cerebral (pacientes imumocompelemes )
Desondem infoprolifémativa pos-transplantc
Linform de Burkitt (Africa)

Lmforna de Burkin (América do Norte)
Lmform de Burkitt (relacionado a AIDS)
Lmforma {mumadehcdnes prinyiria)
Granulormatose  mfomatdide

Linfoma T perilférico

Lefoma T/NE masal

Tunor de misculo Bso, mhconado a AIDS

Doenga de Hodgkin

Doenca de Hodakin (todos os sublipos)
Doenga de Hodgkin (celularidade muxea)
Doenca de Hodgkin (esclerose nodutar)
Dosenga de Hodgkin (predormmdnci Enfocitdiria)
Docnga de Hoadgkin (deplegio Enfocitiria)
Doenga de Hodgkin (relacionada a ATDS)

Carcimomas

Carcmoma de nasofhnnge inia.j

Carcmonma de nasofannge (Aménca do Norie)
£ i:.rfm»pj’n—-!fnmu-—]’r’j‘p

Adenocarcmoma mistreo

Carcinoma maneirio

Porce ntagem

= QRrG
S0
A0%%

3%
e
B3%

3%
D5%

=05%
2%
3%
Mlasor
Masona
405G
5%

=05%

4%
TG
e
<5%
5004
>05%

=895
T5%%
Bolaioria
Te%

0as5i%%

Fonte: Medicina, Ribeirdo Preto, 36: 26-23, jan/mar. 2003. Gulley ML, 2001.

1.8- Resposta Imune Celular ou Humoral a infec¢ao pelo EBV

A infec¢do pelo EBV desencadeia tanto resposta imune do tipo humoral quanto
resposta do tipo celular. A detec¢do de anticorpos contra estruturas virais protéicas ¢ de

fundamental importancia para o diagnostico laboratorial da infec¢dao. Entretanto, a resposta
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celular mediada por linfocitos T parece ser a responsavel pelo controle da infecgao.
Células NK (Natutal killer) e linfocitos T CD4 e CD8-especificos contra proteinas de fase
litica e contexto de imunossupressao (adquirida ou congénita), o sistema imune pode falhar
no controle da replicagdo destes linfécitos B infectados levando ao surgimento de células

geneticamente instaveis, facilitando a transformacao maligna (Hanto et al; 1985).

Nos transplantes de 6rgdos so6lidos, o uso de medicamentos imunossupressores
tem como objetivo prevenir a rejei¢ao do enxerto a custa, porém, da redugdo da resposta
citotoxica (Hopwood & Crawford, 2000). Esta perda da resposta citotoxica permite que
linfocitos B infectados expressem o fenotipo de laténcia tipo III e se repliquem, levando ao
acimulo destas células. Este cendrio ¢ chamado de infec¢do pelo EBV reativada, porém
sem sinais clinicos de doen¢a. Entretanto, em alguns casos de pacientes transplantados,
esta proliferacdo de linfécitos B leva ao surgimento da doenga linfoproliferativa (PTLD)

pos-transplante (Ambinder et al; 1999, Hopwood & Crawford , 2000)

Estudos sugerem que os polimorfismos génicos nas regides promotoras da
Interleucina 6 e 10 (IL-6 e I1-10) - (s@o produzidos por mondcitos, linfocitos e macréfagos,
agindo como fator de crescimento para linfécitos B), com a conseqiiente produgdo
diferenciada destas citosinas, podem ter influéncia no desenvolvimento da PTLD
(Durandy, 2001; Nepomuceno et al; 2003). Por exemplo, os haplotipos associados com a
maior producdo destas citosinas estdo estreitamente relacionados com a prote¢do contra

episodios de rejei¢do aguda e maior sobrevivéncia do enxerto (Zheng et al, 2004).

A interagdo do EBV com os linfocitos B do hospedeiro, imortalizando-os, € o
seu papel como catalisador da proliferagdo descontrolada destes linfocitos na PTLD ainda
sdo pouco conhecidos. O EBV ¢é um potente transformador da atividade das células-B ¢ ¢
ocasionalmente associado com varias doencas malignas de células-B, como o linfoma de
Burkitt’s, linfoma de Hodgkin’s, carcinoma nasofaringeal e a PTLD pos-transplante —
Tabela 2 (Landais et al; 2005). Estudos constataram altos titulos de anticorpos contra o
antigeno do capsideo viral (VCA) e o antigeno precoce (EA) do EBV em casos de linfoma

de Hodgkin’s (Mendonga et al, 1999).

O risco de um paciente transplantado desenvolver linfoma ¢ 28 a 50 vezes
maior do que os individuos da populagdo geral. O linfoma pos-transplante representa

16% de todos os tipos de neoplasias diagnosticadas nesta populagdo, enquanto a doenca
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linfoproliferativa em geral representa apenas 5% das neoplasias em individuos

ndo-transplantados (Craig et al; 1993).

O risco do desenvolvimento da PTLD varia muito, dependendo do tipo de
transplante, da imunossupressao administrada ao paciente, contribuindo significantemente
para a morbidade e mortalidade deste grupo de risco (Bakker et al; 2007; Svoboda et al;
2006). A incidéncia da PTLD varia de 0,8% a 20% apés transplante de 6rgdo solido e
medula o6ssea, sendo 1 a 4% pos-transplante renal (Swinnen, 1999; Capello et al, 2005).
Essa incidéncia pos-transplante renal ¢ baixa, refletindo o menor grau de imunossupressao
a que estes pacientes sdo submetidos para evitar episodios de rejei¢do do enxerto

(Lacerda, 1999).

Outros fatores de risco para o desenvolvimento da PTLD como a infec¢ao pelo
Citomegalovirus (CMV) e o polimorfismo dos genes responsaveis pela redu¢ao de algumas
citocinas, como a IL-6 e IL-10, estdo sob investigacao e ainda necessitam ser comprovados

(Soler et al; 2003; Zheng et al; 2004).

Com o melhor controle dos processos infecciosos nos pacientes pds-transplante,
devido, em parte, as novas técnicas diagndsticas e aos novos antibioticos, houve diminuigao
consideravel da morbi-mortalidade destes pacientes. Assim, a PTLD tornou-se uma das
principais causas de Obito na maioria dos centros de transplante (Craig et al; 1993;
Muti et al; 2003; Reams et al; 2003; Birkeland & Hamilton-Dutoit, 2003). A partir de 1979,
quando o uso de imunossupressores como a ciclosporina-A tornou-se mais difundido,
foi observado aumento expressivo na incidéncia da PTLD, fendmeno também observado
com o uso da globulina anti-timocitica (ATG) e, com o uso do anticorpo anti-CD3 (OKT3)
e do FK 506 (Tracolimus) no tratamento de episddios de rejei¢ao aguda ou cronica do
enxerto (Leblond et al; 2001). Em 2003 foi demonstrado que a Rapamicina, antimicrobiano
da classe macrolideos com potente acdo imunossupressora e eficacia clinica comprovada
contra episodios de rejeicao, parece ter agdo protetora contra a proliferacdo desenfreada de
linfécitos B no paciente imunossuprimido. A Rapamicina bloqueia eficazmente a
sinalizagdo para a producao de IL-10, levando a apoptose dos linfocitos infectados pelo
EBV. Esta caracteristica peculiar da Rapamicina faz com que ela seja considerada até o
momento o Unico imunossupressor capaz de promover imunossupressdo sem, contudo,

levar a proliferacao de linfécitos B infectados pelo EBV (Nepomuceno et al; 2003).
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A utilizagdo de medicamentos antivirais cada vez mais potentes como o
aciclovir, ganciclovir e valganciclovir; vem significando reducdo do risco de doenga por
CMV e PTLD relacionada ao EBV (Li et al; 2007; Wiltshire et al; 2005; Paya et al;
2004).Por outro lado, observa-se, a incidéncia de PTLD aumentar, principalmente em
pacientes no pos-transplante tardio (Birkeland & Hamilton-Dutoit, 2003; Funch et al;

2005).

A principal medida terapéutica para o controle da PTLD ¢ a diminui¢do ou
mesmo a retirada total da imunossupressao (Swinnen, 1999). Portanto a rejei¢ao do enxerto
se torna um problema bastante comum, que compromete a qualidade e/ou expectativa de
vida dos pacientes. Cerca de 30 a 50% dos pacientes apresentam resposta apenas com a
retirada da imunossupressdao. Porém, o uso isolado dessa medida apresenta altas taxas de
recidiva da PTLD tornando necessdria alguma abordagem terapéutica complementar.

(Penn, 1998).

Infelizmente, apesar de todas as medidas terapéuticas descritas acima, o
prognodstico da PTLD permanece sombrio, com até 80% de letalidade. A forma histologica
com o melhor prognostico ¢ a hiperplasia policlonal, com sobrevida geral de 5 anos em

torno de 50% (Muti et al; 2003).

1.9- Diagnéstico Laboratorial

A maioria das complica¢des ocasionadas pela reativagdio do EBV ¢ HCMV
pode usualmente ser evitada com um monitoramento do DNA viral ou antigeno viral
(Scheinberg et al; 2007), sendo essencial para o diagnodstico da PTLD para a diferenciagao
entre a rejeicdo do enxerto e a PTLD. (Bakker et al, 2007; Walker et al, 1995;
Opelz & Dohler; 2004).

Consequentemente, para o sucesso do transplante ¢ essencial o monitoramento

das viroses para um diagnostico precose (Kaoru et al; 2007).
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1.9.1- Testes diagnosticos para EBV

Os testes sorologicos para diagnosticar as infecgdes por EBV permitem detectar
respostas imunitdrias caracteristicas em funcdo do tempo. Sob o ponto de vista sorologico,
ha uma infecgdo primaria por EBV quando se tem o aparecimento precoce de
IgM anti-VCA circulante e, a seguir, uma diminui¢ao até niveis nao detectaveis. Quase ao
mesmo tempo, observa-se uma elevacdo dos niveis de IgG anti-VCA. A maior parte
(>80%) dos doentes sintomaticos afetados pela mononucleose infecciosa apresenta niveis
muito elevados de IgG e de IgM anti- VCA no primeiro teste. A IgM anti-VCA desaparece
da circulagdo no decorrer de dois a trés meses apos o inicio da doenga, ao passo que a
IgG permanece de maneira indefinida nos individuos normais.(BULA KIT

IgG E IgM - DIASORIN-EBV).

Nos doentes sintomaticos afetados pela mononucleose infecciosa, a detecgdo da
IgG anti-EBNA, em combinagdo com a da IgM anti-VCA ¢ 1til para diferenciar o estagio
precoce da convalescenga da fase aguda da doenga. Uma elevacdo dos niveis da
IgG anti-EBNA pode indicar uma passagem da mononucleose infecciosa de convalescenga
precoce a avancada. Uma elevacdo dos niveis de igG anti-VCA indica a fase aguda da
infecgdo, assim como uma elevacao dos niveis de IgM anti-VCA pode indicar a passagem
da fase de incubagdo a fase aguda da doenca (BULA KIT IgG E IgM - DIASORIN-EBV).
Sendo muito importante a detec¢do precoce do virus e sua replicagdio em pacientes
imunossuprimidos para que possamos efetuar um tratamento precoce e eficaz antes que
ocorram 0s sintomas mais severos apresentados pelo desenvolvimento do virus no

hospedeiro. Esquema esta representado na figura 6 e 7.
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Mononucleose Infecciosa (MI)
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Figura 6- Esquema do diagnostico da mononucleose infecciosa.

Fonte: Ver. Chil Infect, 2003.
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Figura 7- Padrao dos anticorpos no soro para o EBV antes do contato com o virus,

no periodo de incubacao da doenca aguda, de convalescenca e de recuperacao.

Fonte: John & Sons, 2004.

Aspectos Sorologicos — EBV (Figura 7)
Periodo de incubagdo do EBV ¢ de 4 a 6 semanas.

- O anticorpo do capsidio viral e os antigenos nucleares sao uteis para confirmar o

diagndstico de mononucleose infecciosa (MI)

- IgG e IgM do antigeno viral do capsideo (VCA) sdo detectaveis precocemente durante a

fase aguda.
- VCA 1IgG esté presente durante a fase aguda

- IgG aos antigenos nucleares de EBV (EBNA) torna-se detectavel tardiamente nos

pacientes em convalescenga.
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Em virtude das relagcdes complexas que existem entre a reagao do hospedeiro ao
virus EBV e a sintomatologia, o acompanhamento da evolu¢do dos niveis de anticorpos
anti-EBV pode ser util para o diagndstico de infeccdo por EBV (BULA KIT
IgG E IgM - DIASORIN-EBV).

1.9.2- Testes diagnosticos para HCMV

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

e Captura hibrida (Recomendations of CDC, 2000).

1.9.3- Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

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

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

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

mediada pela polimerase de atividade em elevadas temperaturas (Taq polimerase).
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Cada ciclo de reacao de amplificagdo ¢ constituido por trés fases distintas:

(Figura 8).
e Desnaturacdo: separag¢do da dupla fita do DNA a ser amplificado;
e Anelamento: ligagdo complementar entre os iniciadores (primers) e 0 DNA;

e Extensdo: sintese do DNA pela enzima Tag-polimerase, que ¢ utilizada para replicar as

fitas do DNA.

I mw%# *“““"m‘ W Etapa 1:
I I 1T T T
| " . DESNATURACAO
Etapa 2:
ANELAMENTO
S L L EREAA RO R AL
= I\ l-} /\ - : | '_J__‘HI_,JIJI“ |“LHE'_LLL-U-I—I;I,_5 Etapa 3:
I SN - | | N s ’II
' ~ EXTENSAO

Figura 8- Esquema da reagdo em Cadeia da polimerase (Andy Vierstraete, 1999).

Fonte: (http://users.ugent.be/~avierstr/principles/pcr.html) — com modifica¢des

Virias técnicas de PCR ja foram utilizadas na quantificacdo da carga do EBV,
como a PCR semi-quantitativo, a PCR competitivo quantitativo e a PCR em tempo real

(qPCR) (Baldani et al; 2000; Wagner et al; 2001; Muti et al; 2003).
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Estudos demonstraram que a PCR em tempo real parece ser a mais eficiente
para o uso rotineiro, devido a sua répida execucdo, facil interpretacdo e baixo risco de

contaminagdo (Wagner et al; 2001; Berger et al; 2001; Stevens et al; 2001).

A PCR em tempo real (QPCR), ¢ uma técnica baseada na deteccdo do produto
de amplifica¢do através da medida do aumento da fluorescéncia, detectada por camara
CCD (amplitude de deteccao de 530 a 580 nm), causado pela ligacdo do SyberGreen a fita
dupla de DNA, o que causa aumento de emissdo de luz em até 100 vezes para uma mesma
concentracdo de SyberGreen livre em solugdo. Essa intensidade de luz vai aumentando ao
longo do tempo a medida que sdo gerados produtos na reagdo de PCR ¢ registrado pelo
equipamento no curso da reagdo. Assim ¢ utilizada para quantificar os virus em circulacao

no hospedeiro (Lai et al; 2005).

A PCR em tempo real ¢ considerada superior a outros métodos de PCR
quantitativos existentes, devido a acuracia, simplicidade, rapidez e reprodutibilidade
(Yoshida et al; 2001). O valor resultante do nimero de particulas virais ¢ utilizado como
ferramenta para o monitoramento do tratamento antiviral, um determinante da adequagao
do tratamento, e como preceptor para a doenca. Assim sendo de grande ajuda para o

diagnostico e monitoramento das infecgdes ocasionadas por este virus (Kimura et al; 1999)

1.10- Tratamento
1.10.1- Tratamento da Infeccdo Ativa pelo EBV

Para o tratamento da infec¢do ativa pelo EBV sdo utilizadas as drogas
antivirais, que podem atuar quando o paciente ainda se encontra na fase de hiperplasia
linféide policlonal. Ja nos casos de receptor soronegativo para o EBV, ¢ necessaria a
administracdo profilatica de aciclovir, valganciclovir ou Ganciclovir por pelo menos

trés meses pos-transplante (Muti, 2003).

A profilaxia antiviral com aciclovir, ganciclovir, e mais recentemente
valganciclovir, tem significantemente reduzido o risco de doenga por HCMYV e a incidéncia

do EBV relacionado a PTLD (Li et al; 2007).
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Atualmente o uso do rituximab (anticorpo monoclonal quimérico anti-CD20),

associado ou ndo a poliquimioterapia, parece ser o tratamento de escolha em pacientes com

PTLD (Birkeland et al, 2003; Dotti et al, 2001; Entz-Werle et al, 2003).

1.10.2- Tratamento da Infeccao ativa pelo CMV

O tratamento (Tabela3) da infec¢do ativa causada por este virus estd limitado no
Brasil a pacientes imunocomprometidos e restrita a dois agentes antivirais: ganciclovir e

foscarnet, ambos com acdo inibidora da replicagdo viral (Balfour, 1990).

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

infeccdo ativa por HCMV em pacientes assintomaticos (Avery et al, 2000).

Ap6s a implantagdo do protocolo de diagnostico e monitorizagdo da Infecgao
ativa por HCMV nos pacientes do Servico de Transplante de Medula Ossea da
UNICAMP/HEMOCENTRO a partir do trabalho de Bonon e col. (2005), o STMO passou
a utilizar a terapia precoce (pré-emptive therapy) como estratégia de prevencao da doenga
por HCMV apds o transplante utilizando a PCR e Antigenemia para a monitoriza¢do da

infec¢do ativa por HCMV (Bonon et al; 2005).

Tabela 3- Protocolo de Tratamento Precoce de Infec¢do Ativa pelo HCMV e doenga

guiada pela positivagdo dos testes de monitorizagao.

ESQUEMA DOSE
+» Tratamento da Infecgdo Ativa 10 mg/kg/dia, por 7 dias + manuteng¢do
% Manutengao 5 mg/kg/dia, 3 vezes por semana até 12 doses
% Tratamento da Doenga 10 mg/kg/dia, por 21 dias + manutencao
+» Manutengao 5 mg/kg/dia, 3 vezes por semana até 12 doses
Tntrodugo

73



1.11- Gravidade da Doenca do Enxerto Contra o Hospedeiro (GVHD) Aguda

A GVHD ¢ uma das principais complicagcdes associadas aos pacientes
transplantados. Geralmente a GVHD aguda se manifesta nos primeiros 5 meses apos o
transplante. As manifestagdes podem acometer um unico 6rgdo ou ser disseminada,
possibilitando conseqiiéncias da perda da visdo, insuficiéncia respiratdria e mortalidade

associada a imunossupressao (Pond et al., 2006).

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

niveis sangiliineos de bilirrubinas e o volume diario de diarréia (PZEPIORKA et al, 1995).

Baseado entdo neste estadiamento clinico, a graduacdo desta reacdo pode ser
dividida em graus que variam de 0 a IV. O grau zero significa auséncia de GVHD;
o grau | (leve) compreende apenas envolvimento cutaneo, variando de menos do que
25% a 50% de comprometimento da superficie corpdrea; no grau Il (moderado) a alteracao
da pele pode variar de menos do que 25% até a eritrodermia generalizada, o nivel sérico de
bilirrubinas entre 2 e 3 mg/dl e o volume diarréico até 1.000 ml ao dia; o grau III (grave)
compreende o envolvimento cutaneo de 25% da superficie corporal até a eritrodermia
generalizada, niveis séricos de bilirrubinas entre 3 a 15 mg/dl, e o volume de diarréia de
1.000 ou mais de 1500 ml ao dia; o grau IV representa uma situacdo de extremo risco de
vida, onde o comprometimento cutaneo pode variar de 25% da superficie do corpo até a
eritrodermia generalizada com descamacdo e formagdo de bolhas cutineas, o nivel de
bilirrubinas pode variar de 3 até mais de 15 mg/dl, e o volume diario de diarréia acima de

1.000 ml, até o aparecimento de dor abdominal e de ileo paralitico (Dulley, 1997).

A graduacdo deste tipo de reacdo apresenta interesse tanto para definir a
conduta terapéutica, como para se avaliar as porcentagens de sobrevida e as incidéncias de
infeccoes. A Tabela 4 ilustra a graduacdo e o estadiamento clinico desta reagdo

(Thomas et al, 1975; Pzepiorka et al, 1995).
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Tabela 4- Representa a graduagao e estadio clinico da GVHD aguda.

Graduacao Clinica da GVHD aguda

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

Estadio Clinico da GVHD aguda

Graduacao Estagio Dano Funcional
Pele Figado Intestino
0 (nenhum) 0 0 0
I (leve) +a++ 0 0
IT (moderado) +a+++ + +
III (grave) ++at+++ ++a +++ ++at+++ ++
IV (risco de vida) ++ a ++++ ++a ++++ ++a ++++ +++

(Thomas et al., 1975)

Escolhemos a nested PCR e a PCR em tempo real como métodos a serem
utilizados no diagnodstico precoce € na monitorizagdo da infec¢do ativa por EBV e

HCMV no grupo de pacientes transplantados estudados, por serem métodos rapidos e

sensiveis para esta finalidade.

As introdugdes de testes laboratoriais rapidos e precoces permitem aos clinicos
detectar a replicagdo viral e diagnosticar, consequentemente, a infeccao ativa por HCMV e

EBV antes do inicio da doenga. Isso proporciona a oportunidade de iniciar o tratamento

antiviral precocemente (Sia & Patel, 2000).

A possibilidade de se fazer diagnostico precoce ¢ o melhor indicativo para um

tratamento também precoce mais eficiente (May & Azulay, 2000).
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2- OBJETIVOS
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Os objetivos do presente trabalho foram:

B Diagnosticar a infeccao ativa e quantificar a carga viral do Virus Epstein-Barr (EBV) em

pacientes transplantados de células progenitoras hematopoéticas;

B Relacionar infeccdo ativa do virus Epstein-Barr com infec¢do ativa pelo

Citomegalovirus (CMV);

B Verificar a incidéncia da Doenga Linfoproliferativa (PTLD) e Doenca do enxerto contra

o hospedeiro (GVHD) nos pacientes estudados.
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3- CASUISTICA
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O presente estudo foi aprovado e acompanhado pelo Comité de Etica da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas, Campinas,

Sao Paulo, Brasil.

Foram estudados prospectivamente, 46 pacientes submetidos a transplantes
alogénicos de medula 6ssea (MO) e/ou de célula periférica progenitora (CPP),
acompanhados no Servico de Transplante de Medula Ossea (STMO) do Hospital das
Clinicas da UNICAMP/HEMOCENTRO.

A monitorizacdo teve inicio no dia zero do transplante e foi realizada até

150 dias apos este (ou até o 6bito), quinzenalmente.

Foram coletadas amostras de sangue em tubos contendo como anticoagulante
EDTA e amostras de soro em tubo estéril seco, de todos os pacientes submetidos ao
transplante durante o periodo de estudo para deteccdo do virus Epstein-Barr

e Citomegalovirus.

3.1- Protocolo de acompanhamento para a realizacao das coletas

O protocolo de acompanhamento para a realizacdo das coletas de sangue

periférico foi:
+¢ No dia do transplante: foram coletadas amostras de sangue total e de soro do receptor;

+ Coletas quinzenais subseqiientes foram realizadas no receptor a partir do dia +0 até o dia
+150 apds o transplante sempre que possivel ou até o 6bito ou a perda do enxerto,

ocorridos apds o primeiro més de seguimento regular;

*¢ As amostras foram coletadas durante o periodo de internagdo na Enfermaria de
Transplante de Medula Ossea do HC/UNICAMP e durante os retornos dos pacientes ao
Ambulatério de Transfusdo e Quimioterapia do HEMOCENTRO/UNICAMP,

pela equipe de enfermagem especializada;
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*¢ As amostras de sangue e de soro foram enviadas apds a coleta ao Laboratério de
Diagnostico de Doencas Infecciosas por Técnicas de Biologia
Molecular/FCM/UNICAMP, onde foi realizada a nested PCR para deteccao do HCMV e
a gPCR para deteccdo e quantificacdo do EBV. A sorologia através da técnica de Elisa

(IgM/1gQG) foi realizada para o EBV.

POS - TRANSPLANTE
(até dia + 150 - receptor)

¢ PCR quinzenal (sangue periférico) para detec¢do do
HCMV
¢ PCR quinzenal (soro) para detec¢do do EBV

3.2- Controle para o estudo molecular do EBV

Foi utilizado como controle para a reacdo de PCR em tempo real cepa do virus
Epstein-Barr previamente cultivado em soro fetal bovino, sendo fornecido pelo Laboratério
de Virus da Universidade de Sdao Paulo-USP, pela gentil doagdo do Prof® Claudio Sérgio
Pannuti e a Prof* Thelma Suely Okay.

3.3- Pacientes transplantados

Participaram do protocolo de monitorizacdo 46 receptores alogénicos de
medula Ossea e/ou de células progenitoras periféricas, sendo que 25 foram receptores do
sexo masculino e 21 do sexo feminino. A idade mediana dos receptores foi de 38 anos
(variacdo 22 - 63 anos). Os pacientes ndo fizeram profilaxia universal para HCMV e sim

terapia precoce a partir da positivagao dos testes de vigilancia laboratorial (PCR e AGM).

O protocolo foi seguido de acordo com o0s requerimentos para pesquisas
envolvendo seres humanos no Brasil e, foi aprovado pelo Comité de Etica Institucional da

Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas (Parecer Projeto
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N° 019/2006). O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foi assinado pelo paciente
ou por seu responsdvel apds todas as dividas terem sido esclarecidas e, somente entao,

foram incluidos neste estudo.

Sangue periférico foi obtido dos pacientes no dia do transplante e em média
quinzenalmente até o final do estudo (150 dias). Leucdcitos de sangue periférico foram
separados para Nested-PCR para HCMV conforme metodologia ji padronizada no
laboratorio. Amostras de soro foram separadas para a realizacdo da PCR em tempo real e
sorologia para o EBV. A evolucdo clinica dos pacientes e a informacdo sobre
“status soroldgico” dos doadores e receptores foram baseadas nos dados coletados a partir
dos prontudrios médicos dos pacientes e de dados obtidos junto a equipe médica da
Unidade de Transplante de Medula Ossea. Consideramos resultados positivos para o EBV a

partir de uma cpia do virus detectada pela qPCR , para o CMV consideramos 2 resultados

positivos consecutivos para N-PCR.
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87



4.1- Lise de Hemacias

Foram coletados de 5 a 10 mL de sangue em tubo contendo como
anticoagulante EDTA. Este material foi transferido para tubos de prolipropileno de 15 mL
(tipo Falcon). Os leucdcitos foram separados por sedimentagdo com dextran a 5% diluido
em PBS, pH 7,4 (sangue/dextran na propor¢ao 4:1), homogeneizando-se gentilmente as
amostras por inversdo e colocando-as em estante inclinada para tubos em &angulo de
45 graus por 30 minutos, sendo mantidas em estufa a temperatura de 37° C. Apds esse
periodo, usando Pipeta tipo Pasteur, o sobrenadante, rico em leucdcitos, foi transferido para
outro tubo de pléastico de 15 mL e centrifugado 10 minutos a 1200 rpm. A seguir,
o sobrenadante foi desprezado e o sedimento celular foi agitado em vértex vigorosamente.
Para remocdao das células vermelhas persistentes, o sedimento celular foi suspenso em
10 mL de solucao de cloreto de amodnio gelado, pH 7,4, homogeneizado e mantido a
temperatura de 4°C por 10 minutos, sendo realizada a centrifugacdo a 1200 rpm por
10 minutos. O sobrenadante foi desprezado novamente e o sedimento celular lavado com
PBS e centrifugado 10 minutos a 1200 rpm, sendo esse procedimento realizado por duas ou
trés vezes. O sedimento celular foi entdo ressuspenso em volume de 200 pL a

1000 pL de PBS.

4.2- Lise de Leucocitos

O precipitado de leucdcitos foi centrifugado e o “pellet” lisado em solugdo de
TKM1 (Tris - HC1 10 mM (pH 7,6); KCl 10 mM; MgCl2 10 mM e EDTA 20 mM),
centrifugado por 10 minutos a 2500 rpm, por duas vezes consecutivas, quando foram
adicionadas 3 gotas de Nonidet P-40 na primeira lavagem. O sobrenadante foi descartado e
ao precipitado foi adicionada uma solu¢do de TKM2, 8 mL de solu¢do contendo Tris - HCI
10 mM (pH 7,6); NaCl 0,4 M; MgCI2 10 mM; KCI 10 mM; EDTA 2 mM e 0,025 mM de
duodecil sulfato de s6dio (SDS) 20%. Em seguida, o material foi incubado por 40 minutos
a uma temperatura de 56°C e, apds a incubacgdo foi adicionado um volume de 0,3 mL de

NaCl 5 M, descartando-se o sobrenadante e transferindo o precipitado para outro tubo.
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Depois da transferéncia da fase aquosa para outro tubo, foi realizada a
precipitacao do dcido nucléico pela adi¢cdo de acetato de s6dio 3M pH 5.3 (10% do volume)

e etanol absoluto gelado (3 vezes o volume).

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

banho-maria a 37°C por 8 horas.

4.3- Extracdo de DNA de soro

A extracio de DNA do soro foi realizada pela forma cldssica com

fenol/cloroférmio.

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

10mg/ mL) na seguinte propor¢ao:
- Material Biolégico 200 ul
- Proteinase K - Tampao 100 ul

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

centrifugando-se a 15000 rpm por 10 minutos em centrifuga refrigerada a 10°C.

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

mais duas vezes.

Ao sobrenadante, adicionaram-se 25 ul. de Acetato de Sédio 3M gelado e
900 uL de etanol absoluto. Agitou-se bem e incubou-se em banho de gelo por 10 minutos.
Centrifugou-se a 15000 rpm por 10 minutos, descartando-se o sobrenadante e sendo o
precipitado seco com os tubos invertidos e protegidos da exposi¢do aos contaminantes por
8 horas. O precipitado foi ressuspendido em 25 uLL de Tampao Tris-EDTA-Borato. O DNA,

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

Meétodos
90



4.4- Verificacdo da qualidade da amostra pela PCR

A amplificacdo de um fragmento do gene da Beta-Globina (B8-Globina) humana
foi utilizada a fim de verificar a qualidade do DNA em todas as amostras de sangue total
utilizada no estudo. A mesma reagdo foi utilizada também para as amostras de soro para
certificarmos que as mesmas nao estavam contaminadas. O produto obtido, de 110 pares de
bases indicou principalmente a presenca de DNA nas amostras (sangue total) e a qualidade
do DNA extraido, mostrando que ndo hd substancias inibidoras da reacdo e,
garantindo assim, um controle interno de qualidade do experimento, indispensdvel a

seguranca dos resultados obtidos.

Nas amostras de DNA extraido do soro ndo foi obtido nenhum produto da

reacdo, certificando assim que nao ha contamina¢do do material.

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

humana seguiu o método descrito por Saiki e col. (1988).

Foram realizados 40 ciclos de amplificacdo para cada amostra em termociclador
(“DNA Thermal Cycler” Perkin Elmer/Cetus, Norwalk, Conn, EUA), cada ciclo foi
constituido de 3 etapas: a) separacdo das hélices de DNA por aquecimento a 94°C durante
1 minuto; b) ligacio complementar entre os “primers” e o DNA em temperatura de
55°C por 1 minuto (anelamento) e c) sintese do DNA pela Taq polimerase, em temperatura
de 72°C por 1 minuto (extensdo). Assim, obedecendo-se as seguintes temperaturas € seus
respectivos tempos: desnaturacdo inicial a 94° C por 5 minutos, desnaturacdo a
94° C por 30 segundos, anelamento a 55° C por 1 minuto, extensdo a 72° C por 2 minutos e,

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

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

amplificacdo de 110 pares de bases. (Tabela 5)
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Tabela 5- Demonstra-se em seguida a seqii€éncia de primers utilizados, que flanqueiam uma

regido conservada do gene da betaglobina humana.

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

4.4.1- Detec¢ao do DNA do citomegalovirus humano (HCMV) pela reacdo em cadeia

da polimerase

A reacdo de amplificacdio com volume final de 200ul continha 0,5 a Iug do
DNA, 1x tampao da enzima (50mM de cloreto de potdssio, 10mM de Tris pH 8,4),
2,5mM de cloreto de magnésio, 0,lmM de cada “primer’, 200mM da mistura
desoxirribonucleotideo (d ATP..) e cada reacdo de amplificacio utilizou de
0,5 a 1 pg do DNA (obtido pelo método de extracio de DNA anteriormente descrito) 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, mM de cada “primer”, 200 mM da mistura
desoxirribonucleotideo (dATP, dCTP, dGTP e dTTP) e 2 unidades de Taq DNA polimerase

(Invitrogen®).

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

extensdo final 72°C foi de 7 minutos.

Foram usados dois pares de iniciadores que flanqueiam uma regido conservada

nas diversas cépas do HCMV, ndo amplificando o DNA de outros herpesvirus. (Tabela 6)
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Tabela 6- Demonstra-se em seguida a seqiiéncia dos primers externos e internos que

flanqueiam uma regido conservada do genoma do HCMV, utilizados na PCR

e na nested PCR
Primers externos * Seqiiéncia (5° 3’)
MIE 4 CCA AGC GGC CTC TGA TAA CCA AGCC
MIE 5 CAG CACCATCCT CCT CTT CCT CTG G
Primers internos * Seqiiéncia (5> 3’)
IE1 CCA CCC GTG GTG CCA GCT CC
1IE2 CCC GCT CCT CCT GAG CAC CC

*MIE=Principal antigeno imediatamente precoce - Human cytomegalovirus (Towne)
major immediate-early antigen (MIE) gene, exon 4. (GeneBank HS5SMIE4).
*[E=antigeno imediatamente precoce - Human cytomegalovirus (Towne) immediate-

early antigen (IE) gene, exon 4. (GeneBank HSSMIE4).

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

amplificada estd contida no exon 4 deste gene (Demmler et al., 1988).

O par de primers denominados “primers IE” amplificam uma seqiiéncia de
159 pares de bases do DNA do HCMV que codifica uma por¢dao do antigeno
“immediate-early” (IE) do HCMV (cépa Towne). A porcdo do gene IE que é amplificada

estd contida no éxon 4 deste gene (Stemberg et al.,1984).

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

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

Ap0s essas 2 reacoes, 5 pLL do produto da PCR foram submetidos a eletroforese
em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio, para visualizagdo do fragmento sob
luz ultravioleta. Nas amostras positivas foi observado um fragmento de DNA de 159 pares

de bases ao passo que, nas amostras negativas, nao foi observado nenhum fragmento.
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Em todos os experimentos realizados houve o uso de um controle positivo da

reacdo, a cépa AD-169 do HCMYV, e um controle negativo.

4.5- Reaciao em cadeia da polimerase em tempo real (qPCR)

O método de quantificacdo pela PCR quantitativa em tempo real é baseado no
uso de uma sonda fluorescente (Taq Man) ou utilizando-se moléculas intercalantes
fluorescentes (SYBR® green). O SYBR green é um corante de dcido nucléico,
verde fluorescente que demonstra uma afinidade excepcional pela dupla fita de DNA.
Um sistema de lentes capta a fluorescéncia emitida pela reacdo, que teve anteriormente a
excitagdo por uma luz halégena. A fluorescéncia aumenta conforme o aumento das ligacdes
dos nucleotideos com a fita molde, em uma reacdo de PCR. Esta técnica consiste em
monitorar em tempo real a quantidade de DNA em estudo. Por este motivo, as amostras
quantificadas deverdo ter como padrio, fragmentos originais quantificados anteriormente,
obtidas através da insercdo do DNA alvo em plasmideos. Além disso, apresenta vantagens
como baixa emissao de fluorescéncia na auséncia de fita dupla de DNA, representando uma

técnica sensivel e de facil utilizacdo.

O momento da reacdo, no intervalo de ciclos de PCR, em que a fluorescéncia de
determinada amostra € detectada inequivocamente acima do ruido de fundo (background),
¢ determinado CT (threshold cycle — Ciclo de amplificacdo). Durante a fase de acimulo
exponencial do produto amplificado em experimentos de qPCR h4 eficiéncia 6tima de
reacdo, permitindo quantificagdo mais precisa. O CT € estabelecido em fungdo da
quantidade de fluorescéncia considerada ruido de fundo e € tracado em um ponto no qual o
sinal gerado a partir de uma amostra é significantemente maior que o ruido de fundo.
(Ginzinger, 2002). Por meio da andlise das curvas de amplificacdo, tendo como parametros
a intensidade de fluorescéncia (eixo y) versus o numero de ciclos de PCR (eixo x),
a linha de base (baseline) é definida como os ciclos de PCR nos quais um sinal €
acumulado, mas estd abaixo dos limites de deteccio do instrumento. O sinal de
fluorescéncia medido durante estes ciclos de PCR € usado para a escolha manual do CT em

cada experimento. Os parametros baseline e CT podem ser ajustados para cada gene,
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mas devem ser idénticos para todas as amostras na mesma corrida, tornando-as
comparaveis. Um sinal detectado acima do CT € considerado um sinal real que, novamente,

pode ser usado para definir o CT para uma amostra.

4.5.1- Quantificacdo absoluta pela PCR em tempo real

Para realizar quantificacdes absolutas, € preciso ter amostras padrdo
previamente quantificadas, ou seja, com quantidades conhecidas de cdpias do fragmento
alvo. Tal amostra padrao foi conseguida através da clonagem do fragmento interno da
PCR dupla da regido do DNA do virus Epstein-Barr, para assim produzirmos a curva
padrdo, com 8 pontos de dilui¢ao (escala logaritmica). O produto da PCR selecionado para

a clonagem foi obtido a partir da cépa do virus EBV.

Na quantificacdo absoluta do DNA do EBV em amostras de soro, utilizamos o

método SYBR® green.

4.5.2- Clonagem e seqiiénciamento

Realizou-se a reacdo de ligacdo, onde foi utilizado o Kit PROMEGA
p GEM — T Easy Vector Systems, onde ao volume de reacdo de 10 pl, mistura-se lul do
plasmideo (50ng/ul), 250ng (1ul) do produto da PCR dupla, 5 pl da solugdao tampao (2x) e
1ul da T4 DNA ligase, homogeiniza e deixa a 4°C de um dia para outro. Adiciona-se,
entdo, cerca de Sul dessa reacdo a 200 pl da cultura de células competentes d H5d (E. coli),
levando esta mistura por 20 minutos no gelo seguindo de choque térmico por 1min e
30 segundos a 42°C e 2 min no gelo. Adicionou-se este produto a 800 ul de meio SOC,
deixando-se incubar por 1 hora a 37°C, agitando-se em termomix (Thermomixer Comfort -
Eppendorf). Apés centrifugacdo a 3000 rpm por 1 minuto, foi descartado aproximadamente
600ul do meio, sendo o restante ressuspendido e distribuido em placa de petri contendo

meio sélido LB.. A placa foi mantida em estufa a 37°C de um dia para outro.
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Colonias brancas, ou seja, aquelas que possuem o inserto, foram coletadas em
placa de 96 pogos contendo meio Circle Grow (Pharmacia), deixando crescer a 37°C a
120 rpm, de um dia para outro. Realizou-se a PCR para amplificacio do inserto
utilizando-se primers do vetor (M13) para posterior seqiienciamento. A PCR segue o
seguinte protocolo para uma reagdo de 15 ul: 2ul da cultura do plasmideo, 1,5 ul de solucdo
tampao (1x); 0,125nM de dNTP aproximadamente 1,7nM de MgCl,, 0,12nM do iniciador
sense e 0,12nM do iniciador antisense, 0,2ul de Taq 0,7U DNA polimerase, 8,6 pl de dgua
estéril, submetidos ao seguinte ciclo de amplificagdo: desnaturagdo inicial:
2 minutos a 94°C, seguidos de 30 ciclos: 94 °C por 20 segundos, 58 °C por 15 segundos,
72°C por 1 minuto.

O produto da PCR foi entdo submetido a eletroforese e visualizado em gel de

agarose a 2% corado com brometo de etidio, para a confirmagao do inserto.

Apés a confirmagdo do inserto pelo sequenciamento, realizou-se a

quantificagdo das amostras em espectrofotdmetro (Nanodrop®).

4.5.3- Seqiiénciamento

O MegaBACE 1000, ¢ um sistema de analise de DNA de 96 capilares com a
tecnologia Amersham Biosciences. As reacdes de seqiienciamento foram realizadas de
acordo com o protocolo para o MegaBACE 1000. A amplificacdo para seqiienciamento

automatizado foi realizada com o DYEnamic™ Terminator Cycle Sequencing

Kit (MegaBACETM) (Amersham Pharmacia Biotech, Inc Cleveland, Ohio, USA).

Para esta reacdo foi utilizado 1,2 pl do produto de PCR; 0,3 uM de primer
(M13) sense ou antisense; 3,0 ul da solu¢io DYEnamic ET Reagent Premix e 9,8 ul de
agua deionizada estéril (volume final de 15,0 ul). A reacdo, distribuida em placa prépria
para seqiienciamento, foi protegida da luz com papel de aluminio. Em termociclador
(GeneAmp® PCR System 9600 — Applied Biosystems), as amostras foram submetidas a

desnaturacdo inicial de 96°C por 2 minutos seguido do ciclo:
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e Desnaturacdo:  96°C - 20 segundos
e Aneclamento: 57°C - 15 segundos; 30 verzes

e Extensao: 60°C - 1 minuto

Ao produto da reacdo de seqiienciamento foi adicionado 2,0ul de acetato de
amoénio 7,5M e 50,0ul de etanol absoluto para precipitagdo, seguido de incubacdo por
15 minutos em temperatura ambiente protegido da luz, e centrifuga¢do a 4000 rpm por
30 minutos. O sobrenadante foi removido por inversdo. Foram adicionados 100,0 ul de
etanol 70% e posteriormente o material foi centrifugado a 4.000 rpm por 15 minutos.
O sobrenadante foi desprezado por inversdo para completa remog¢do do etanol.
Para a eletroforese, foi adicionado em cada amostra, 10,0ul de loading buffer, uma mistura
de formamida deionizada, 25mM EDTA (pH 8,0), figura 7. As amostras foram
homogeinizadas, aquecidas a 65°C por 3 minutos e submetidas a eletroforese em

seqiienciador automatizado.

O gel para a eletroforese € o MegaBACE Long Read Matrix com poliacrilamida
linear (LPAAsS), as condi¢des de eletroforese foram as seguintes: voltagem de injecdo da
amostra-KV, tempo de injecio da amostra-80 segundos, voltagem de corrida-9 KV,

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

Ap6s eletroforese, o Software MegaBACE analisou as seqii€ncias e as amostras

foram alinhadas e comparadas com a seqii€éncia do gene depositada em banco de dados.
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Tabela 7- Demonstra-se em seguida a seqiiéncia dos primers externos e internos que

flanqueiam uma regido conservada do genoma do EBV, utilizados na PCR

real time.
1* Reacao Seqiiéncia (5° 3’)
EBV-ext 2F GAG CAA GGT CCA GAT CAA ATG
EBV-ext 2R CGT TAT AGC CGT AGT CGG AC
2% Reacao Seqiiéncia (5° 3’)
EBV-ext 2R CGT TAT AGC CGT AGT CGG AC
EBV-ext 1F AAA TGT TTG AGG TGC AGC

4.5.4- Padronizagdo da PCR em tempo real

Foi padronizada a concentragdo 6tima dos iniciadores a serem utilizados na
PCR quantitativa, que deveria ser a minima o suficiente para permitir a duplicacao de todas
as coOpias da seqiiéncia alvo presentes na amostra. Utilizando a mesma quantidade de
amostra (uma das dilui¢cdes do produto clonado amplificado) foram feitas reagdes com
concentracgoes finais de iniciadores com 150nM, 300nM, 600nM, 900nM. Considerando-se
que foi utilizada a mesma quantidade de amostra em todas as reac¢des, os CTs ndo deveriam
variar. A concentragdo 6tima escolhida foi a minima, associada ao menor CT, que no caso

foi de 600nM.

Utilizando a concentragdo 6tima do iniciador, foi determinada a eficiéncia da
reacdo. Para isso, foram utilizadas reacdes com o produto clonado diluidos em escala
logaritmica, cujos resultados geraram uma curva padrao CT versus quantidade de amostra.

A eficiéncia da amplificacio é obtida a partir da férmula E=10""*P¢

, onde slope
corresponde ao coeficiente de inclinagdo da reta (Pffalf MW, 2001), dado pelo programa

Gene Amp® SDS (Applied Biosystems).

Cada amostra submetida a esta técnica foi quantificada em espectrofotdmetro
(Nanodrop®), sendo a concentracdo utilizada de 2ng/pul de DNA concentracdo final na

reacdo: SONg/ul de concentracdo DNA. Na reacdo de 25ul, 12,5ul corresponde ao master
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mix contendo a molécula fluorescente Sybr Green, 6,25l refere-se ao mix de iniciadores e
6,25ul ao mix de amostra, ou seja, a quantidade de DNA equivalente a concentragdo de

2ng/ul, completando-se com o volume de dgua.

As condi¢des de temperatura da PCR em tempo real foram: 1% etapa:
2 minutos a 50°C; 2* etapa: desnaturacdo por 10 minutos a 95°C; 3 etapa: 45 ciclos de

95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto.

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

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

Abaixo encontram-se relacionados os principais cuidados:

a-) manipulacdo em locais diferentes para extracdo do DNA; preparo das amostras e

amplificacdo;

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

a amplificacdo da seqiiéncia alvo;

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

serem amplificadas;

d-) antes da abertura dos tubos tipo ‘“eppendorf” contendo as amostras, estes foram

passados no vortex e centrifugados a fim de se evitar a dispersdo por aerossois;

e-) todos os materiais pldsticos utilizados no preparo das amostras para amplificagao,

incluindo as ponteiras e os tubos “eppendorf”, eram novos e estéreis;
f-) trocas constantes de luva durante todo o processo de manipulagdo;

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

das bancadas;
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h-) uso de ponteiras com filtro;
1-) uso de jogos de pipetas diferentes para cada local;
J-) uso de luvas, méscara, avental, 6culos e capacete de protecdo;

k-) prética laboratorial meticulosa.

4.5.6- Determinacdo de anticorpos IgM E IgG ANTI-EBV utilizando a técnica de
ELISA

Para as reacdes soroldgicas foram coletados 8 ml de sangue em tubo estéril
seco. Apds centrifugacdo, os soros foram separados, aliquotados, etiquetados e

armazenados a -20°C até sua utilizacao.

A deteccao de anticorpos das classes IgM e IgG anti-EBV foi realizada
utilizando kits comerciais (ETI-VCA-G VCA IgG EIA e ETI-VCA-M VCA IgM EIA) da

marca Dia sorin, seguindo as instrucdes e especificacdes do fabricante.
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5.1- Resultados das 350 amostras analisadas através das técnicas de qPCR, PCR, Elisa

Nos 46 pacientes monitorizados foram realizados os testes de Nested-PCR para
o HCMV, PCR- REAL TIME (qPCR) e os testes sorologicos para EBV (IgM e IgG).
Os pacientes tiveram um acompanhamento quinzenal desde o dia do transplante até

150 dias apés o transplante; totalizando uma média de 08 amostras por paciente.

Das 350 amostras de sangue submetidas a extracio do genoma viral,
46 (13,1%) foram positivas para EBV através da PCR-RT; 96 (27,4%) foram positivas para
CMV através da PCR qualitativa. E encontramos uma positividade de 100% das amostras

no teste de ELISA (anti-VCA IgG) para o EBV, representada na tabela 8.

Tabela 8- Total de exames realizados nos pacientes monitorizados durante o periodo de

150 dias apds-transplante

Niimeros de amostras Positivos
PCR- RT (EBV) 350 46 (13,1%)
Nested-PCR (CMYV) 350 96 (24,4%)
Sorologia IgG — EBV 350 350 (100%)
Sorologia IgM - EBV 350 0 (0%)

Relacionamos também as caracteristicas dos pacientes estudados e o tipo de

enxerto recebido. (tabela 9)
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Tabela 9- Caracteristicas gerais dos pacientes estudados, incluindo idade, sexo, sorologia,

doencga de base que motivou o transplante e tipo de enxerto

Caracteristicas N=46
Idade Mediana 38 anos (22-63)
Sexo (Masculino/Feminino) 25/21

Doencas de Base

Leucemia Miel6ide Cronica (LMC) 18 (39,2%)
Leucemia Mieldide Aguda (LMA) 9 (24%)
Mieloma Miiltiplo (MM) 6 (13%)
Leucemia Linféide Aguda (LLA) 4 (6,6%)
Linfoma Nao Hodgkin (LNH) 2 (4,3%)
Anemia Aplastica Grave (AA) 4 (6,6%)
Sarcoma Granulocitico (SG) 1(2,1%)
Linfoma de Hodghin (LH) 1 (2,1%)
Hemoglobindria Paroxistica Noturna (HPN) 1(2,1%)
Tipo de Enxerto
Células Periféricas Progenitoras (CPP) 28 (60,8%)
Medula Ossea (MO) 18 (39,2%)

Com a realizagdio qPCR verificamos que 22 (52,2%) dos pacientes
apresentaram positividade para o EBV. E 26 (56,5%) pacientes para o CMV através da
PCR qualitativa. (Tabela 10)

No total de 46 pacientes 36 (78,3%) apresentaram resultados positivos para o
DNA do EBV e DNA do CMV. Porém dos 22 (47,8%) que apresentaram resultados
positivos para o EBV, 15 (68,2%) também apresentaram positividade para o CMV.
(Grafico 1)
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Tabela 10- Resultados da deteccdo do DNA-EBV pela técnica de RT-PCR e do DNA-
CMYV pela N-PCR

Positivo Negativo
PCR-RT (EBYV) 22/46 (47,8%) 24/46 (52,2%)
N-PCR (CMYV) 26/46 (56,5%) 20/46 (43,5%)

Resultados obtidos para
RT-PCR (EBV) e N-PCR (CMYV)
401
o 39 B PCR-RT (EBV)
= 301
[72]
g 251 B N-PCR (CMV)
< 207
Z 15 O EBV+CMV+
101 .
5 O CMV+ em pacientes
0 EBV+
POSITIVO NEGATIVO

Griéfico 1- Resultados obtidos dos 46 pacientes estudados

Analisamos estatisticamente a associagdo dos virus EBV e CMV nos
46 pacientes. Sendo que 15 pacientes apresentaram positividade para EBV e CMV tendo
um p significativo de 0,01. Dos 46 pacientes 11 apresentaram positividade apenas ao

CMV sendo o resultado também significativo (p=0,01); representado na tabela 11.
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Tabela 11- Resultados do estudo da andlise estatistica da associacdo entre os virus

estudados
N =46 CMYV positivo CMYV negativo P*
EBY positivo 15/46 7/46 0,01
EBY negativo 11/46 10/46 0,01

*Teste de Fisher

Foi verificada a ocorréncia do GVHD nos pacientes, mas, ndo foi encontrada

significancia estatistica. (Tabela 12)

Tabela 12- Apresentacdo dos testes do EBV e CMV em relacao a ocorréncia do GVHD

GVHD presente GVHD ausente P*

EBY positivo 4/22 18/22 NS
EBYV negativo 8/24 16/24 NS
CMY positivo 16/26 20/26 NS

*Teste de Fisher

Encontramos resultados significantes (p=0,001) para a ocorréncia do GVHD

relacionado a co-infeccao. (Tabela 13)

Tabela 13- Casos de co-infec¢do em relacio a ocorréncia de GVHD

GVHD presente GVHD ausente P*

Co-infeccao - positivo 15/36 21/36 0,001
Co-infeccao - negativo 3/10 7/10 NS

*Teste de Fisher
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Foi relacionado e aplicado o teste de Fisher nas doencas de base apresentadas

pelos pacientes, mas ndo encontramos significancia entre os resultados.

Utilizamos a PCR-RT para quantificar a carga viral do EBV nos pacientes.

Realizamos a curva padrio para a andlise das amostras. (Figura 9a, 9b)

A Delta Bn ws Cycle
1.0e+001 T T T T T T T T T T
1.0e+000
1.0e-001 |
1.0e-002 |Hs

;o

(s

R

& 1.0e-003
1.0e-004
1.0e-005
1.0e-006

= a 7 a 11 13 15 17 19 29 23 25 27 28 31 33 35 37 39 41 43 45
Cycle NMumber

Figura 9- (A) Curva de amplificagdo das amostras e padrdo
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Figura 9-(B) Curva padrdo e eficiéncia da reacdo, dada pela férmula: E=10"""P%; 2=100%
eficiéncia ou E=10""" -1=1=100%. Entdo temos E=99,8%; r=linearidade

do método; intercept=Ct onde detectamos uma particula viral

Sete pacientes apresentaram doenca por CMV no trato gastrintestinal, destes, 4

foram também positivos para 0 EBV apresentando uma carga viral baixa. (Tabela 14)

Tabela 14- Pacientes que apresentaram doenca por CMV e resultados dos testes

*Pacientes HCMYV (N-PCR) EBV (PCR-RT) N°cépias (PCR-RT) Tipo de doenca

5 + + 1 TGI
7 + + 15 TGI
8 + - - TGI
33 + + 2 TGI
19 + - - TGI
22 + + 15 TGI
40 + - - TGI

*Pacientes positivos para HCMV e/ou EBV; correlacionando positividade; n® de cépias na RT-PCR e

doenga encontrada.
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Pela PCR-RT quantificamos a carga viral do EBV que se apresentou baixa

sendo em média de 29 copias/ul. Representado na tabela 15 e grafico 2.

Tabela 15- Média de nimero de cépias do DNA do EBV encontrado nas amostras.

N° cépias/ul Pacientes (N = 22) %
1-5 8/22 36
6-10 522 23
11-15 4/22 18
16 - 30 2/22 9
31-61 3/22 14
Meédia 29 cépias/ul

Nuamero cépias do virus Epstein-Barr pala RT-PCR
nos pacientes estudados

Total pacientes
SO = N WAk NN X®©

1-5 6-10 11-15 16-30 31-61
N° Cépias

Grafico 2- Representacdo dos resultados positivos para EBV (RT-PCR), e nimero de

cOpias detectadas
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Tabela 16- Representacao dos resultados de todos os pacientes

Paciente Infeccao ativa pelo EBV Infeccao ativa pelo CMV
Detectada pela RT-PCR (soro) Detectada pela N-PCR (sangue)
1 Todas negativas 43,57
2 Todas negativas 68
3 51 51,65
4 0, 49,145 68, 138
5% 0, 16, 63, 86, 109 63, 86, 98, 109, 128
6 Todas negativas 35
7 54,119, 140 19
8* Todas negativas 0,14,26
9 Todas negativas 46, 67
10* 52 21,33
11 Todas negativas 2,36
12 21 0, 16,21
13%* Todas negativas 64
14 15,30 30, 60
15% Todas negativas 12,47, 62, 69
16%* Todas negativas 40, 54
17 28 40, 54, 68, 89, 102, 124
18 Todas negativas 63, 82
19 0, 147 Todas negativas
20 0, 196 71, 115, 154, 170
21% 105 32,46
22% 28 42,58
23* 0, 133 28,42,57
24 35,49, 84 68, 84
25 Todas negativas 33, 56
26 91 33,47, 68, 82,91
27 Todas negativas 21,42, 56
28%* Todas negativas 56, 68, 82
29 72 Todas negativas
30* 41,77 93, 114, 135
31 37,101 37
32% 12 40, 55, 68
33* Todas negativas 33,48, 63,77,91, 133
34* 40, 68 40, 54
35% 0,133 28,42,93, 133
36* 136 120, 136

Sendo 10 pacientes negativos para EBV e CMV.

*Pacientes que utilizaram Ganciclovir.
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Infec¢des ativas causadas por herpesvirus, tais como o virus Epstein-Barr
(EBV) sdo causa de importantes sindromes clinicas em pacientes imunossuprimidos.
Estes virus causam doengas, principalmente em pacientes transplantados, resultando em
significante morbidade e mortalidade (Gerstenkorn et al, 2000). Pacientes recebendo
terapia imunossupressora apds o transplante de o6rgdos ou de células progenitoras
hematopoéticas tém um alto risco de desenvolver doencga linfoproliferativa (PTLD)

associada ao EBV no periodo pos-transplante (Nanesnik et al, 1988; Orazi et al, 1997).

Neste trabalho, monitorizamos prospectivamente, receptores de transplantes
alogénicos de células progenitoras hematopoéticas, com HLA- idénticos, relacionados,
desde o transplante até 150 dias apés o mesmo, com coletas de sangue realizadas
quinzenalmente, utilizando a técnica da reagdo em cadeia da polimerase quantitativa no
soro (PCR em tempo real ou “Real-Time PCR”) com o objetivo de detectar e quantificar a

infeccdo ativa pelo EBV.

Verificamos também, pelo teste soroldgico tipo ELISA IgM/IgG anti-EBV, que
todos os doadores e receptores deste estudo eram soropositivos para o EBV (100%),

comprovando que a incidéncia deste virus € muito alta na nossa populacdo (Pannuti, 1981).

A infecgdo ativa pelo citomegalovirus (CMV), que é considerado como fator de
risco para o desenvolvimento de doenga pelo EBV, foi também monitorizada neste
trabalho. Para tanto, utilizamos a Nested-PCR no sangue periférico dos pacientes

transplantados para verificar a presenca do DNA do CMV (Bonon et al, 2005).

Como resultados, encontramos o DNA do EBV no soro em 22/46 pacientes
(47,8%). Estes resultados estdo concordantes com os encontrados na literatura
(Torre-Cisneros et al, 2004; Curtis & Kaplan, 2004). Observamos que ha uma freqiiente
reativacdo do virus do EBV apds o transplante de células progenitoras hematopoéticas,
e isso ocorre precocemente (mediana 42 dias pds-transplante) (Kinch er al, 2007

Van Esser et al, 2001; Clave et al, 2004; Cesaro et al, 2005).

Consideramos a presenca de 1 ou mais gEq/ml do DNA-EBV como resultado
positivo para infeccao ativa pelo EBV (Gartner et al, 2002) e para caracterizar infec¢ao
ativa pelo CMV pela Nested-PCR, consideramos a presenca de 2 ou mais resultados

positivos consecutivos (Bonon et al, 2005).
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Co-infeccio entre EBV e CMV ocorreu em 15/46 pacientes (43,5%).
Ha evidéncias de que essa dupla replicacdo ocorra freqiilentemente em TMO e estad

relacionada ao estado de intensa imunossupressao nestes pacientes (Lin et al, 2002).

Doenga por CMV ocorreu em 7/46 (15,2%) pacientes, no trato gastrintestinal.
Todos estes doentes apresentaram infeccdo ativa prévia pelo CMV e 4 destes (57%)
apresentaram também infec¢do ativa pelo EBV. Um paciente com dupla infeccdo ativa foi a

6bito por doenca por CMV no trato gatrointestinal.

A incidéncia da doenga causada pelo EBV pode variar de acordo com os fatores
de risco, tais como carga viral da infeccdo ativa pelo EBV, tipo de terapia de
imunossupressdo utilizada ou infecc¢do ativa pelo CMV (Curtis et al, 1999). Transplantes
nao-relacionados também sdo associados a um risco aumentado de PTLD. Em pacientes
sem nenhum destes fatores de risco, a incidéncia de PTLD € de 0,5%, mas em pacientes
com trés ou mais fatores de risco, a incidéncia pode aumentar para 22% (Curtis et al, 1999).
O tratamento para a PTLD inclui a reducdo da imunossupressdo, uso de anticorpos
anti-CD20 e células T ou quimioterapia, porém, a prevencdo ¢ a melhor opg¢do

(Gross et al, 2003; Loren et al, 2003).

A utilizacdo de métodos de diagndstico quantitativos, tais como a PCR em
tempo real utilizada neste trabalho, pode apresentar resultados mais confidveis do que a
PCR qualitativa, para prever a ocorréncia da PTLD (Van Esser et al, 2001;
Gartner et al, 2002).

Os casos de infec¢do ativa pelo EBV em relagdo a ocorréncia de infec¢do ativa
pelo CMV foram estatisticamente significantes (p=0.01), confirmando que a ocorréncia da
infeccao ativa pelo CMV € um dos mais importantes fatores de risco para doenca por EBV.
Os casos de co-infeccdo ativa EBV+CMV em relacdo a ocorréncia de GVHD também

foram estatisticamente significantes (p=0.001).

Neste estudo, ndo observamos a ocorréncia de PTLD, o que pode ser explicado
pela baixa carga viral do EBV observada nos pacientes com infec¢do ativa pelo EBV

(média 29 gEq/ml), o que foi observado também no trabalho de Torre-Cisneros et al, 2004.

7

Numerosos estudos tém demonstrado que o risco de desenvolvimento de PTLD €

N

proporcional a intensidade da replicacdo pelo EBV (Van Esser er al, 2001;
Gartner et al, 2002).
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Estudo recentemente realizado por Kinch e colaboradores em 2007, utilizou a
PCR em Tempo Real no sangue e plasma para identificar pacientes com infeccao ativa pelo
EBV e encontrou resultados superiores a 100 gEq/ml em 41 pacientes transplantados de
células progenitoras hematopoéticas, com mediana de 34 dias apds o transplante. Doenca
pelo EBV somente ocorreu em pacientes com alto risco, ou seja, receptores com doadores
relacionados, mas com HLLA-ndo-idéntico, doador ndo-relacionado ou pacientes recebendo
condicionamento com intensidade aumentada. Segundo Kinch et al (2007), carga viral com
valor de cut-off de 1000 gEq/ml realizada no plasma, diferencia melhor os pacientes com

doenca por EBV daqueles com infeccao ativa assintomética (Kinch et al, 2007).

Outro fator de risco que estava ausente em nossos pacientes € o transplante de

doador nao-relacionado (Baker et al, 2003).

Doenca do enxerto versus hospedeiro (GVHD) estava presente principalmente
nos pacientes com co-infeccdo, e é outro fator de risco encontrado em pacientes

transplantados de células progenitoras hematopoéticas (Cohen et al, 2000).

Ha evidéncias de que a replicagdo conjunta do EBV e CMV ¢ freqiiente em
transplantados de medula 6ssea (Maeda et al, 1999; Maeda et al, 2000) e que a utilizacdo
da terapia precoce para controlar a infeccdo ativa pelo CMV minimize seu papel como fator

de risco para a replicagdo do EBV.

Nenhum dos pacientes com infeccdo ativa pelo EBV apresentou PTLD
relacionada ao EBV durante o periodo de monitorizacdo. Pacientes com baixo risco de
desenvolver PTLD, tais como os receptores de transplantes HLA-idénticos, relacionados,
tém reativacdo do EBV sem desenvolvimento de doenca. Nossos resultados e estudos
anteriores na literatura mostram que nao ha necessidade de monitorizacdo para a infecgdo

ativa pelo EBV nestes pacientes (Curtis et al, 1999; Kinch et al, 2007)

Concluimos que a infeccao pelo CMV ainda € a maior causa de morbidade e
mortalidade nos pacientes apds o transplante. A RT-PCR é uma ferramenta util para
verificar a carga viral dos pacientes com infec¢do ativa pelo EBV apds o transplante e

podera auxiliar na prevencdo da doenca linfoproliferativa causada pelo EBV.

Discussao
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Com a técnica da RT-PCR foi possivel diagnosticar a infec¢do ativa pelo EBV e

quantificar a carga viral dos pacientes;

A carga viral pelo EBV foi muito reduzida nos pacientes estudados;

Nenhum paciente apresentou doenga pelo EBV;

A técnica de RT-PCR diagnosticou com eficiéncia, os casos de infeccao ativa pelo EBV,

porém, o CMYV foi o maior causador de infec¢do e doenca neste grupo de pacientes;

A infeccdo ativa pelo EBV e pelo CMV ocorreu quase que ao mesmo tempo.
A utilizacdo do ganciclovir precoce poderia ter sido um antiviral contra a acdo do EBV,

evitando o aparecimento da doenga;

Verificamos a ocorréncia e significancia do GVHD em relagdo a co-infecgao;

Concluimos que ndo seja necessdria a monitorizacdo da infeccdo ativa pelo EBV nos

pacientes que apresentarem menos de 2 fatores de risco para PTLD;

A monitorizacdo laboratorial da Infeccdo Ativa pelo CMV ainda continua sendo

extremamente necessaria.

Conclusdo
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TERMO DE CONSENTIMENTO

CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO

Eu,

aceito colaborar com um estudo que estd sendo realizado na Universidade Estadual de
Campinas, para a pesquisa do Virus Epstein-Barr e o Citomegalovirus Humano.

Para isso, sei que colherdo uma amostra de sangue (4-8 ml) para a realiza¢do da pesquisa.

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

nada ird prejudicar o meu tratamento.

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

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

Campinas, de de

Paciente:

(responsavel)

Médico:
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