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RESUMO

Introdugdo: As infecgdes oportunistas constituem um dos principais problemas para
os transplantados de figado. O Citomegalovirus (CMV) e o Herpesvirus humano 6 (HHV-
6) sdo patdogenos oportunistas freqiientes nesses pacientes, e 0 HHV-6 tem sido associado a
varias desordens tais como a encefalite. A PCR em tempo real (RT-PCR) é o padrdo ouro
de diagndstico para os herpesvirus, pois tem melhor precisao, maior rendimento € menos
risco de contaminagdo em comparagdo com outros testes convencionais. Objetivo: Este
estudo teve como objetivo avaliar a cinética viral do HHV-6 e CMV por RT-PCR nos
pacientes submetidos ao transplante hepatico correlacionando-a com a presenca de
encefalite e complica¢des clinicas ocorridas no periodo pds-transplante. Método: Foram
analisadas prospectivamente pela RT- PCR a carga viral do CMV e HHV-6 de 30 pacientes
transplantados de figado. A monitorizagdo dos pacientes foi realizada prospectivamente
desde o pré-transplante (imediatamente antes do ato cirargico - dia zero) com amostras do
doador e receptor, e no pds-transplante: 2%, 3% 4% 6% 8% 10* e 12* semanas, somando 270
amostras de soro. O protocolo foi seguido de acordo com os requerimentos para pesquisas €
foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisada da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Universidade Estadual de Campinas (CEP n°® 430/2003). Os achados clinicos foram obtidos
através dos prontuarios. Para a deteccdo e quantificagdo do DNA dos virus CMV e HHV-6
foram usados os Kits comerciais “CMV Real-TM Quant” e “HHV-6 Real-TM Quant”. Os
testes de Nested-PCR e antigenemia foram realizados rotineiramente para o virus CMV,
pelos laboratorios do HC-Unicamp, e seu resultados obtidos eletronicamente. A andlise
estatistica comparou as variaveis categoricas usando o teste exato de Fisher. Para identificar
os fatores associados ao aumento da carga viral foi utilizado o método das Equacdes de
Estimacao Generalizadas e medidas de acuracia. Resultados: Treze (43%) dos 30 pacientes
apresentaram infec¢do pelo HHV-6 ¢ 26 (86%) apresentaram infec¢do pelo CMV. Nove
pacientes apresentaram encefalite apds o transplante de figado sendo que sete deles tiveram
infeccdo pelo HHV-6 (p=0,0012), assim com o aumento da carga viral do HHV-6 se
constatou a presenca de encefalite apos o transplante de figado (p= 0.0226). O RT- PCR
(p= 0,0306) para o CMV mostrou aumento significativo na segunda a quarta semana e
décima a décima segunda semanas em relagao aos outros testes, mostrando-se também mais
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sensivel. Conclusdo: concluimos que o aumento da carga viral do HHV-6 foi associado
com a presenca de encefalite apos o transplante de figado e a técnica de PCR em tempo real
se mostrou como o teste mais sensivel para detecgdo e monitorizagdio do CMV nos

pacientes transplantados de figado.
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ABSTRACT
Introduction: Opportunistic infections are a major problem for liver transplantation patients.
Cytomegalovirus (CMV) and human herpesvirus 6 (HHV-6) are opportunistic common
pathogens and HHV-6 has been associated with several disorders such as encephalitis.
Real-time PCR (RT-PCR) is the gold standard for diagnosis of herpesvirus, as it has better
accuracy, higher efficiency and less risk of contamination compared to other conventional
tests. Objective: The aim of study was to evaluate the viral kinetics of HHV-6 and CMV by
RT-PCR in patients undergoing liver transplantation and correlated with the presence of
encephalitis complications occurring in the post-transplant period. Methods: We
prospectively analyzed by RT-PCR the viral load of CMV and HHV-6 in 30 liver transplant
patients. Monitoring of patients was performed prospectively from pretransplant
(immediately before surgery-day zero) with donor and recipient samples and posttransplant:
2nd, 3rd, 4th, 6th, 8th, 10th and 12th weeks with a total of 270 serum samples. The protocol
was followed according to the requirements for research and was approved by the Ethics
Research Committee of the Faculty of Medical Sciences State University of Campinas
(CEP n° 430/2003). The clinical findings were obtained from the medical records. For
detection and quantification of DNA of the CMV and HHV-6 virus the commercial kits
"Real- CMV Quant TM" and "HHV-6 Real -TM Quant" were used. Nested-PCR and
antigenemia tests were performed routinely for CMV virus and their results obtained
electronically. Statistical analysis comparing categorical variables was applied using Fisher
exact test. To identify associated factors with increased viral load the method of
Generalized Estimation Equation (GEE) and the accuracy and precision was used. Results:
Thirteen (43 %) of the thirty patients had HHV-6; 26 (86 %) had CMV infection. Nine
patients had encephalitis after liver transplantation and seven of them had HHV-6 (p =
0.0012) and with an increasing viral load of HHV-6 the presence of encephalitis after liver
transplantation was found (p = 0.0226). RT-PCR (P = 0.0306 ) CMV showed a significant
increase at the 2nd to 4th week and 10th to 12th week compared to the other tests, having
also more sensibility. Conclusion: We concluded that the increase in viral load of HHV-6

was associated with the presence of encephalitis after liver transplantation and the
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technique of real-time PCR was shown to be the best sensibility test for the detection and

monitoring of CMV in our liver transplant patient
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Transplante De Figado

Atualmente o transplante hepatico ¢ considerado o tratamento de escolha para
doencas hepaticas agudas ou crdnicas, que nao sejam curaveis com outros tratamentos ou
que ponha em risco a vida ou causem piora importante da qualidade de vida do paciente.
(1,2)

A primeira tentativa de transplante de figado em humano foi realizada nos Estados
Unidos em 1963, porem sem sucesso. Entdo em 1967 houve o primeiro resultado favoravel
a cirurgia de transplante. ©)

Em 1978 apareceu a ciclosporina, uma inova¢do na imunossupressao, mas foi a
partir de 1980 que se obtiveram resultados satisfatorios que elevou a taxa de sobrevida apds
o transplante hepatico que era de 30% utilizando imunossupressdo com azatioprina,
corticosteréides e globulina anti-linfocitica policlonal, para mais de 70%. )

Em 1983, uma conferéncia do National Institutes of Health, nos EUA, passou a
aceitar o transplante de figado como uma opc¢ao terapéutica efetiva para doengas hepaticas
avancadas. ©

O primeiro transplante ortotopico de figado (TOF) bem sucedido na América Latina
foi realizado no Hospital das Clinicas em Sao Paulo, em 1985. A partir de entdo, a Unidade
de Figado passou a realizar, rotineiramente, o procedimento. 7

A Unidade de Transplante Hepatico (UTH) do HC da Universidade Estadual de
Campinas UNICAMP passou a realizar transplante no inicio de setembro de 1991, sendo o

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

UTH ja realizou mais de 600 transplantes.
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CMYV e HHV-6 No Transplante De Figado

Durante as duas ultimas décadas, com técnicas avancadas de cirurgia, melhores
protocolos de imunossupressdao e melhor acompanhamento dos transplantados no pos-
operatorio, tem aumentado o grau de sucesso dos transplantes de figado. As infecgdes
oportunistas constituem um dos principais problemas para os transplantados de figado, e os
virus HHV-6 e CMV sdo patogenos oportunistas freqiientes nesses pacientes. &% 19

O CMV e o HHV-6 sdo responsaveis por uma variedade de doengas causadas pela
infec¢do primaria ou por reativacao de infeccdo latente em condi¢des de imunossupressao,
especialmente apos transplante de orgios. " 2 O CMV tem sido implicado na
imunomodulagdo da resposta imune em pacientes transplantados de 6rgdo e também pode
aumentar o risco de infec¢des causadas por bactérias e fungos, bem como causar rejeicao
do enxerto. '

Os Herpesvirus pertencem a familia Herpesviridae que ¢ dividida em trés sub-
familias: Alphaherpesvirinae (Herpes simplex tipo 1 (HHV-1) e 2 (HHV-2), Herpes zoster
(HHV-3), Bethaherpesvirinae (Citomegalovirus (CMV), herpesvirus humano 6 (HHV-6) e
7 (HHV-7) ) e Gammaherpesvirinae (Epstein Barr (HHV-4) e Herpesvirus Humano 8
(HHV-8)). >

Todos os herpesvirus possuem quatro elementos estruturais como mostra a figura 1:
1- Um nucleocapsideo icosaédrico com aproximadamente 100 nm de diametro e contendo
162 capsomeros protéicos, 2- DNA viral, 3- Um envelope derivado da membrana celular e
contendo glicoproteinas virais e proteinas integrais, 4-Um tegumento entre o

] 16, 1
nucleocapsideo e o envelope. % '”
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Capsideo 1

Tegumento ou Matriz 4
DHA linear de fita dupla 2

Membrana lipidica

Glicoproteinas do envelope 3

Figura 01: Estrutura do Citomegalovirus Humano (CMV). Copywright 1994 — 97 Marko Reschke

http://www.biografix.de/hcmv/html/metaframe.htm

Os Herpesvirus humanos tém uma capacidade tinica de estabelecer infecgdo latente
continua no hospedeiro, pelo qual o virus pode persistir dentro das células hospedeiras e se
proteger do reconhecimento imunoldgico, limitando a expressdo dos genes virais. Em
certas situagdes clinicas, como nos casos dos transplantados de 6rgdos o virus ¢ reativado
resultando na lise de célula infectada liberando a progénie viral. '®

O HHV-6 possui duas variantes, A e B que possuem 90% de similaridade em suas
seqiiéncias de nucleotideos. ' *” Apresentam caracteristicas clinicas e epidemioldgicas
distintas. A variante B esta implicada na maioria dos sintomas associados com a infec¢ao
do HHV-6, incluindo roseola infantum, e a variante A, estd associada a varios sintomas
neurologicos, refletindo seu neurotropismo. “" E também prevalente em pacientes

. , . . 22,2
infectados com o Virus da imunodeficiéncia humano (HIV). ¢+
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O HHV-6 usa a molécula de CD46 como o seu receptor celular. Ele infecta
principalmente linfocitos TCD4, embora também possa infectar mondcitos, macrofagos e
cé¢lulas de origem epitelial e endotelial. Como todos os Herpesvirus, o HHV-6 estabelece
laténcia ao longo da vida do hospedeiro em células mononucleares. ¥ O HHV-6, no
entanto ¢ o unico entre os herpesvirus com a capacidade de se integrar no cromossomo
humano (CIHHV-6). A integracdo cromossomica pelo HHV-6A e HHV-6B ocorre em 1%
dos seres humanos, mas o mecanismo de integracdo ainda nao estd definido. Uma vez que
esta integrado no cromossomo, o HHV-6 pode ser herdado. 26272

Fatores que controlam a reativacdo e o aumento de replicacio do HHV-6 em
pacientes imunocomprometidos podem ser semelhantes aos que ocorrem pelo CMV. O
HHV-6 tem a habilidade de reativar virus heter6logos, isso pode explicar sua fungdo na
patogénese da doenga por CMV ap06s o transplante de figado, podendo também influenciar
no desenvolvimento de infec¢des fungicas. E importante a observagdo da co-infec¢do, pois
varios estudos t€m relatado a possivel interagao direta, indireta ou a acdo imunomodulatoria
desses dois virus. 'V

A infecgdo ativa pelo CMV acontece em 30-60% nos transplantados hepaticos e
18-40% desses pacientes desenvolvem infecgdo sintomatica apos a cirurgia. ** *” Nos
transplantados o HHV-6 ¢ CMV podem causar: febre, encefalite, pneumonite intersticial e
hepatite. A infeccdo pelo CMV ¢ a mais importante infeccdo oportunista que influencia
negativamente esses pacientes. ©" O HHV-6 tem sido associado com a infec¢do causada
pelo CMV apés o transplante de figado. Recentemente, tem sido demonstrada a presenca de
antigenos especificos do HHV-6 em bidpsias de figado em associagdo com a histopatologia

de figado alografico. ©?
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A infeccdo do HHV-6 apds o transplante de figado ¢ classificada em efeitos direto
ou indireto. As manifestagdes clinicas diretas incluem uma doencga febril, com erupgao
cutanea, mielossupressdo, hepatite, pneumonite, doenca gastrointestinal, ¢ doengas
neuroldgicas como encefalite. Os efeitos indiretos atribuidos ao HHV-6 incluem a
exacerbagdo da doenca do citomegalovirus (CMV), recorréncia do virus da hepatite C

(VHC), aumento do risco de outras infecgdes oportunistas, disfungdes do enxerto e rejeigcao

celular aguda. ©*

A reativagdo apds o transplante ¢ comum e estd associada com o desenvolvimento

de rejeicdo aguda do enxerto. ©?

Recentes estudos feitos pela unidade de transplante de figado da Unicamp vém

demonstrando a presenca do CMV e do HHV-6 apds o transplante, ¢ os associando com

o - 35, 36,37, 38
complicagdes clinicas. ¢339

HHV-6 e a Encefalite Apos o Transplante De Figado

Nos ultimos anos, o Brasil vem apresentando desenvolvimento crescente no setor
transplante. Entre os anos de 2003 até o primeiro semestre de 2013, foram realizados

11,118 transplantes de figado de doador falecido. Somando um total de 12,629

transplantados. ©”

O HHV6 ¢ um patdgeno emergente em neurologia. Em adultos, tem sido associado

40,41 1 42,43

a varias desordens tais como esclerose multipla , epilepsia do lobo tempora e

44,45 46,47

principalmente a encefalite especialmente em transplantados de 6rgaos.
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A encefalite ¢ uma inflamagao do cérebro, que ¢ muitas vezes causada por uma
infec¢do viral, que constitui uma importante causa das crises de convulsdes agudas
sintomaticas. ¥

O HHV-6 tem sido apontado como causador de encefalite em receptores de
transplante figado. > °® 3V A encefalite ocorre tipicamente dentro das 4-6 primeiras
semanas ap6s o transplante e ¢ caracterizada por confusdao e perda de memoria de curto
prazo e convulsdes. * Embora ambas as variantes possam induzir a encefalite o HHV-6A

. . . . o 2
parece ser mais neurotropico implicando em doengas neurologicas. ©* ¥

Diagnosticos Laboratoriais

Os principais testes de diagndstico recomendados para deteccdo da infec¢dao pelo
CMV incluem primeiramente a sorologia que reflete uma previa exposi¢do ao virus, o teste
PCR em tempo real, antigenemia e a histopatologia. ®

Para a deteccdo do HHV-6 a amplificagdo de acidos nucleicos por reagdo em cadeia
da polimerase (PCR) ¢ o teste mais utilizado para o diagnostico de infec¢do. No entanto,
devido a elevada taxa de reativagdo do HHV-6 apos transplante de 6rgdos o teste de PCR
ndo ¢ recomendado para a vigilancia de rotina. A antigenemia e a PCR em tempo real sdo
os métodos de escolha para o monitoramento. A sorologia ndo ¢ muito recomendada uma
vez que a soropositividade do HHV-6 na popula¢io mundial em alta. '*%*
Sorologia: a detecgao soroldogica do HHV-6 assim como do CMV, de uma resposta

imune antiga ou recente se faz pela pesquisa das imunoglobulinas especificas IgG e IgM

contra os virus. A resposta positiva para IgG indica a ocorréncia de uma infec¢do antiga, a
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positividade para IgM indica uma infecgdo recente. > °* >> % A introducio de testes
laboratoriais rapidos e precoces tem permitido aos clinicos detectar a replicagdo viral e
diagnosticar, portanto, a infeccdo por CMV antes do inicio da doenga. Isso proporciona a
oportunidade de iniciar o tratamento antiviral precocemente. > >

Exames histopatolégicos e citologicos: As células de inclusdo citomegalicas
podem ser demonstradas em fragmentos de tecidos (figado, rim, pulmao, etc.), em
sedimento urinario, lavado gastrico e bronco alveolar e outros materiais. Quando presentes
téem grande valor diagndstico. As grandes vantagens desta técnica sdo sua simplicidade,
rapidez e baixo custo. Contudo, a alta incidéncia de resultados falsos negativos limita muito
seu uso e por isso deve ser complementada com técnicas mais sensiveis. %"

Antigenemia: A evidéncia de replicacao viral ¢ fornecida pela detec¢ao do antigeno
especifico do virus HHV-6 usando anticorpos monoclonais. “* E o antigeno viral pp65,
que ¢ uma proteina estrutural expressa nos leucocitos do sangue durante a fase precoce do
ciclo de replicagio do CMV. E uma técnica semi-quantitativa, correlacionando o numero de
células infectadas com mais probabilidade de desenvolvimento de manifestagcdes clinicas
associadas ao virus. A neutropenia ¢ uma de suas limitagcdes e as amostras devem ser
manipuladas até 6-8 horas ap0s coletadas. % ¢

Deteccdo de acidos nucléicos: A deteccdo do DNA viral pode ser feita pela
amplificacdo génica utilizando a rea¢do em cadeia da polimerase (PCR). O PCR permite a
amplificagdo de um fragmento especifico de DNA, cuja concentragdo final exede, em
milhares de vezes, a inicial por meio da sintese enzimatica de numerosas copias da porgao

original. “* Y A reacdo consiste de repetidos ciclos de sintese de DNA por meio de 2

iniciadores (primers) com orientacdes opostas, isto €, dois segmentos de aproximadamente
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20 nucleotideos com seqiiéncias complementares as duas extremidades do fragmento-alvo
do DNA viral, mediada pela polimerase. Cada ciclo da reacdo ¢ constituida por:
Desnaturacdo: separacdo das hélices do DNA a ser amplificado. Anelamento: ligagao
complementar entre os iniciadores ¢ o DNA a ser amplificado. Extensdo: sintese do DNA
pela “taq polimerase”, utilizada para replicagdo das fitas do DNA. A orientacdo dos
“primers” faz com que a sintese de DNA ocorra na regido interna entre eles. Assim, o
produto da extensdo de um “primer” ¢ utilizado como substrato para o outro, o que resulta
em cada ciclo, na duplicacdo da quantidade de DNA sintetizada pelo ciclo precedente.
Assim, o nimero de copias do fragmento alvo tem um aumento exponencial, o que faculta
no final de 30 ciclos um aumento na ordem de 106 cdpias, partindo-se de uma uUnica
molécula. % O aumento da especificidade e sensibilidade da PCR foram alcangados pela
“Nested-PCR”, onde o produto da primeira PCR, amplificada com um par de “primers”, ¢
submetido a nova reacdo de amplificacdo utilizando-se um par de “primers” internos ao
primeiro, sendo o produto entdio detectado por eletroforese em gel de agarose. ©©

Porem ¢ um método qualitativo que atualmente foi substituido pela PCR em tempo
real que ¢ uma modernizagdo da PCR convencional e permite a quantificacdo exta da carga
viral.¥

PCR em tempo real ou Real Time PCR: A PCR em tempo real ou real time —
PCR agora ¢ o padrdo ouro de diagnodstico para os herpesvirus, pois tem melhor precisao,
maior rendimento e menos risco de contaminagdo em comparagdo com a PCR
convencional. ¢”

O método utiliza um sistema fluorescente capaz de detectar a luz oriunda da reacao

de amplificagdo, apresentando alta sensibilidade e especificidade, estando diretamente
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relacionada a escolha dos “primers” e sondas (se for o caso), e a precisdo ¢ determinada
pela Ct (threshold cycle), que é calculada durante a fase exponencial da reagdo. ©® O
sistema TagMan utiliza sondas marcadas com corantes fluorescentes e especificas para o
segmento génico cuja expressao se deseja estudar, e apresentam uma substancia (fluor6foro
na posicdo 5' da sonda) que ¢ capaz de absorver a energia luminosa emitida pelo
equipamento e dissipa-la na forma de luz e calor, em comprimento de onda diferente do
original. Outra forma de realizacdo da Real-time PCR utiliza um corante, o Sybr Green, em
substituicdo a sonda Tagman. O principio do método ¢ baseado na detec¢do de
fluorescéncia no tubo de reacdo a medida que DNA ¢ gerado, em virtude da concentragdao
do corante entre as cadeias de DNA geradas. ¢”

Ambos os sistemas de emissdo de luz (sonda TagMan e Sybr Green) podem ser
utilizados para detecgdo e quantificagdo pela Real-time PCR. O sistema TagMan aumenta a
especificidade da reacdo, mas apresenta um maior custo pela utilizagdo de um
oligonucleotideo modificado além dos primers habituais para PCR. J& o Sybr Green ¢
agente inespecifico e revela qualquer dupla fita gerada na reagdo de amplificagdo.

A Real-time PCR ¢ utilizada para a deteccao e monitoriza¢ao da carga viral, sendo
utilizada principalmente em pacientes imunossuprimidos, por auxiliar na predi¢do do risco
do paciente desenvolver doenga por CMV. At¢ o momento nio ha um consenso
estabelecido internacionalmente de ponto de corte para a carga viral para inicio de terapia
ou tratamento. 7%

Devido a importancia da encefalite no periodo pods-transplante, assim como as

infec¢des causadas pelos herpesvirus e as complicacdes associadas a eles, € também pouco
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estudadas no Brasil, se fez necessario este estudo para auxiliar a compreensdo da inter-

relacdo  existente e a  avaliagdo de  possiveis  efeitos  patogénicos.
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Principal
Avaliar a cinética viral do HHV-6 e CMV nos pacientes submetidos ao transplante
hepatico correlacionando-a com a presenga de encefalite e suas complicagdes

clinicas ocorridas no periodo pos-transplante.

Secundarios
Quantificar e monitorizar a carga viral do HHV-6 através da técnica de PCR em

tempo real em pacientes submetidos a transplante de figado;

Quantificar e monitorizar a carga viral do CMV através da técnica de PCR em
tempo real em pacientes submetidos a transplante de figado e compara-la com as

técnicas de antigenemia e Nested-PCR.
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Trata-se de um estudo observacional, prospectivo, analitico, de coorte longitudinal,
aprovado pelo Comité de FEtica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Universidade Estadual de Campinas sob o niimero 430/2003, (anexo 3-adendo concedido em
2009). O termo de Consentimento (Livre e Esclarecido, apéndice -1) foi preenchido e
assinado por cada paciente ou responsavel no momento da coleta.

Foram estudados pacientes submetidos a transplante ortotopico de figado
acompanhados entre os anos de 2009 a 2012. No total foram estudados 70 pacientes
transplantados pela Unidade de Transplante Hepatico (UTH) do Hospital de Clinicas da
Unicamp e acompanhadas no Ambulatorio do Gastrocentro da Universidade Estadual de
Campinas. Destes, 30 se enquadraram nos critérios de inclusdo para fazer parte deste

estudo.

Critérios de Inclusao no Estudo

e Ter mais de 18 anos, independente do sexo;

e Ter Consentimento Livre e Esclarecido assinado para a coleta das amostras;

e Ter amostras disponiveis e em boas condigdes para analises pré-transplante de
doadores com monitorizagdo pods-transplante por um periodo de pelo menos 3

meses.

Critérios de Exclusiao
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e Foram excluidos os pacientes que evoluiram a 6bito no momento da cirurgia ou que
nao sobreviveram ao primeiro més pds-transplante;

e Foram excluidos os pacientes que ndo tiveram um seguimento regular adequado;

e Foram excluidos os pacientes que ainda ndo tiveram seus testes laboratoriais

realizados.

Pacientes Estudados

Trinta pacientes submetidos a transplante de figado foram envolvidos neste estudo.
A monitorizacdo dos pacientes foi realizada prospectivamente desde o pré-transplante
(imediatamente antes do ato cirirgico - dia zero) com amostras do doador e receptor, € no
pos-transplante: 2% 3% 4% 67 8 10* e 12* semanas, somando 270 amostras. Foram
coletados um tubo seco de cada paciente, centrifugado, separado o soro e armazenado em
freezer a —20°C no Laboratorio de Hepatologia e Bacteriologia do Gastrocentro —
Unicamp, até o momento das andlises.

As amostras de soro dos pacientes foram submetidas a quantificagdo da carga viral
do CMV e do HHV-6 pela técnica de PCR em tempo real.

Os achados clinicos dos 30 pacientes foram obtidos por meio de prontuarios
proprios da UTH e HC-Unicamp.

A profilaxia antiviral para o Herpesvirus simples foi feita com aciclovir (200 mg de
12 / 12 horas) por dois meses.

Os pacientes ndo fizeram profilaxia para o CMV, a ndo ser que o doador fosse soro-

positivo e o receptor soro-negativo.
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Os pacientes com doenca por CMV, com sintomas clinicos, receberam ganciclovir,
por via intravenosa na dose de 5 mg/Kg 2 vezes ao dia por 3 semanas, seguido por dose de
manuten¢do. Todos os receptores dessa casuistica eram IgG positivo para o CMV no pré-
transplante.

O esquema de imunossupressiao basica padronizado na UTH constituiu de
ciclosporina (0,4 mg/Kg/dia), metilprednisona (1,0g no inicio, 20 mg no 30° dia, 15 mg no
60° dia, 10 mg no 90° dia, 5 mg apos 3 meses). Tacrolimus-FK-506 (0,1 mg/kg/dia) e
micofenolato mofetil-MMF (1000 mg/dia) ou micofenolato sdédico - MPS (360mg/2x dia)
administrados para os pacientes do estudo.

Para a deteccdo e quantificagdo do DNA dos virus CMV e HHV-6 foram
usados os Kits comerciais “CMV Real-TM Quant” e “HHV-6 Real-TM Quant” “Sacace

Biotechnologies Srl” Como, Italia.

Extracao do DNA

O DNA dos virus CMV e HHV-6 foram extraidos usando o Kit “DNA-Sorb-B”
(“Sacace Biotechnologies SrI” Como, Italia) de acordo com as instrugdes do fabricante

(anexo 1 e 2) com algumas modificacdes.

Deteccio e Quantificacio do HHV-6

O teste “HHV-6 Real-TM Quant” (Sacace Biotechnologies Srl” Como, Italia)

quantifica a carga viral do HHV-6 através do DNA e detecta o controle interno (gene da -
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globina) simultaneamente. O DNA do HHV-6 ¢ detectado pela fluorescéncia no canal
Joe/HEX/Yellow e indicado pelo Reporter Dye — Joe, o controle interno ¢ detectado no
canal Fam/Green indicado pelo Reporter Dye — Fam. A reagdo de PCR seguiu o protocolo
do fabricante (anexo 1) com os ciclos de amplificacdo descritos na tabela 1 , com volume

final de 25ul por reagao.

Tabela 1: Ciclos de amplificagdo do HHV-6 pela PCR em tempo real

Passos Temperatura Tempo Ciclos *det
1 95 °C I5s 1 ~
2 95°C 20 45 NN

60 °C I min* fluo

rescéncia nos canais Joe e Fam

Para calcular a concentragao do DNA do HHV-6 foi seguida a seguinte formula:

E -
copias do HHV-6 em 10° células = Copias do DNAdo HHV-6 . 4P
copias do controle interno

Para calcular a concentracdo do DNA do HHV-6 em log foi seguida a seguinte
formula:
copias do DNA do HHV-6

log ) X 200000 = log (HHV-6 em 100000 céhilas
8 copias do DNA humano - )

Deteccao e Quantificacdo do CMV
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O teste “CMV Real-TM Quant” (Sacace Biotechnologies Srl” Como, Italia)
quantifica o0 DNA do virus CMV e o controle interno (gene da B-globina) simultaneamente.
Sao detectados em diferentes canais (Joe e Fam) porem na mesma amostra.

A reagdo de PCR seguiu o protocolo do fabricante (anexo 2) com os ciclos de
amplificacdos descritos na tabela 2, com volume final de 25ul por reacdo. O produto
amplificado ¢ detectado por fluorescéncia. A detec¢do do DNA do CMV ¢ indicada pelo
Reporter Dye — Joe, e o controle Interno Reporter Dye — Fam.

As amplificacdes foram feitas no equipamento “7500 Real-Time PCR System”

(Applied Biosystems®, New York, USA).

Tabela 2: Ciclos de amplificagdo do CMV pela PCR em tempo real

Passos Temperatura Tempo Ciclos
1 95 °C 15 min 1
2 95°C 20s
60 °C 20s 5
72 °C 20s
3 95°C 20s
60 °C 40 s 40*
72 °C 15s

*detecgdo da fluorescéncia nos canais Joe ¢ Fam

Para calcular a concentragao do DNA do CMV foi seguida a seguinte formula:

copias do DNA do CMV
copias do controle interno

x coeficiente = copias do CMV/ml

*o valor do coeficiente varia de acordo com o lote do kit.

Detec¢do do CMYV pela N-PCR e Antigenemia
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Os testes de Nested-PCR e antigenemia foram realizados rotineiramente para o virus
CMV, pelos laboratorios do HC-Unicamp, e seu resultados obtidos eletronicamente.

Os testes de Nested-PCR e antigenemia nao foram realizados para o HHV-6.

Critérios para Caracterizar Provavel Doenca por CMV:

Para caracterizacao de provavel doenga por CMV, além das evidéncias laboratoriais
de infeccdo citadas, fez-se necessaria a presenca de manifestagdes clinicas compativeis com

aquelas sabidamente causadas pelo CMV: 7V

e Sindrome viral: Febre maior ou igual a 38°C, por no minimo 3 dias,
acompanhada por leucopenia (< 3.000/mn3) e plaquetopenia (<

100.000/Mn*) afastadas outras causas;

e Pneumonite: com sintomas respiratorios de pneumonia (achados
radiolégicos e/ou hipoxemia), junto com o CMV detectado por PCR em

lavado bronquio-alveolar ou bidpsia de pulmao;

e Doenga gastrointestinal: com sintomas gastrointestinais (colite, gastrite ou
esofagite) associado com histologia ou imunohistoquimica positiva para

CMV de bidpsias de lesdes macroscopicas do trato gastrointestinal,

Método
52



Hepatite ou colangite: o virus deve ser demonstrado em bidpsias hepaticas
(por cultura, imunohistoquimica, hibridizacdo “in situ” ou PCR) em
combina¢ao com: aumento de duas vezes o valor maximo normal de alanina-
amino-transferase(ALT), achados histopatologicos consistentes com hepatite

ou colangite;

Doengas neuroldgicas: sintomas como encefalite, mielite transversa ou
outros sinais de doencga difusa do sistema nervoso central juntamente com a
detecgdo de CMV por PCR em liquido cérebro-espinhal, por cultura ou

detec¢do do antigeno;

Retinite: lesdes oftalmologicas tipicas com ou sem provas viroldgicas;

Nefrite: “nefrite por CMV” pode ser definida pela detec¢do da infecgdo pelo

CMYV sempre com a identificagao histologica em biopsia de rim obtida do

paciente com disfung¢do renal;

Miocardite: sempre com identificagdo histologica convencional em bidpsia

de coragdo obtida de pacientes com miocardite;
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Definicao de Rejeicio do Enxerto

Episodios de rejeicdo do enxerto foram documentados baseados em analises
histopatolégicas de material obtido por biopsias hepaticas, que sao realizadas de acordo
com o protocolo da UTH. A rejeicao ¢ classificada em aguda (leve, moderada e grave) ou

cronica. ¥

Recorréncia da Hepatite C

A recorréncia da hepatite C e sua gravidade foram classificados de acordo com o
escore METAVIR. " Todos os pacientes transplantados devido a hepatite C tiveram o
virus detectado no soro através de métodos moleculares convencionais anteriormente ao

transplante.™ "7

Encefalite

Consideramos encefalite de acordo com a literatura e o protocolo do servico. ¥ Os
critérios utilizados para inclusdo dos sintomas foram:
Febre: temperatura corporal acima de 37,5°C, tomando-se por base a
medi¢do axilar.
Sintomas Meningeos: presenca de pelo menos 3 dos sintomas: mal-estar;

vomitos; rigidez de nuca; sinais de Kernig e/ou de Brudzinski.
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Confusdo: incoeréncia e lentiddo da compreensdo, obnubilacio da
consciéncia, perturbagdes da percepcao e da memoria e desorientagdo no tempo € no
espaco.

Convulsoes: alteracdes na atividade elétrica neuronal normala podendo
refletir-se em nivel da tonicidade corporal (gerando contragdes involuntarias da
musculatura, como movimentos desordenados, ou outras rea¢des anormais como
desvio dos olhos e tremores), alteracdes do estado mental, ou outros sintomas
psiquicos.

Alteragoes de Linguagem: dislalias; disartrias; afasias.

Alteragoes visuais: diplopia; escotomas; alteracdes na acuidade visual.

Alteracgoes Auditivas: zumbidos; actufenos; alteragdes na acuidade auditiva.

Alteragoes Sensoriais: aumento ou diminui¢ao de sensibilidade tatil, térmica
ou dolorosa.

Alteragoes de Movimentos: paralisia; incoordenacdo; movimentos
automaticos anormais.

Foram considerados casos de encefalite os pacientes que apresentaram no minimo

dois sintomas dos supracitados.

Infec¢do pelo CMV

A infeccao pelo virus CMV foi considerada quando a quantificagdo pela PCR em

tempo real foi maior ou igual a 400 cépias/ml (de acordo com a sensibilidade do teste, dado

este fornecido pelo fabricante, teste para “CMV Real-TM Quant” (Sacace Biotechnologies
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StI” Como, Italia)) e/ou dois ou mais N-PCR positivos em amostras extraidas de DNA de
granulocitos de sangue periférico consecutivos num intervalo de até 30 dias, e/ou

antigenemia positiva (1 ou mais células positivas) segundo critérios propostos na literatura.

(71,77,78, 79)

Infeccao pelo HHV-6

A infeccao para o HHV-6 foi baseada na quantificagdo do DNA pela PCR em tempo
real. Foi considerado positivo quando maior ou igual a 200 copias em 10° células, (de
acordo com a sensibilidade do teste, dado este fornecido pelo fabricante, teste para “HHV-6

Real-TM Quant” (Sacace Biotechnologies Srl” Como, Italia).

Analise Estatistica

Analise descritiva com apresentagdo de tabelas de frequéncias para variaveis
categoricas e medidas de posicao e dispersdo para variaveis numéricas.

Usou-se de andlise descritiva com apresentagdo em tabelas de freqiiéncias para
variaveis categoricas verificando-se os episodios de positividade das reagdes realizadas de
acordo com a técnica empregada.

A comparagdo de varidveis categoricas foi feita usando-se o teste exato de Fisher
utilizando-se o programa computacional SAS System for Windows 11.0 - 2012 (Cry, NC,
USA). O nivel de significancia estatistica foi P < 0,05.

Para identificar fatores associados ao aumento da carga viral foi utilizado o método

das Equag¢des de Estimacdo Generalizadas (EEG), utilizando-se o programa computacional

Método
56



SAS System for Windows (Statistical Analysis System), versdao 9.2. SAS Institute Inc,
2002-2008, Cary, NC, USA. O nivel de significancia adotado para os testes estatisticos foi
5%.

Analise univariada foi usada para correlacionar a presenca de encefalite com as

variaveis do receptor e doador com os virus estudados.

Apoios Recebidos
e Bolsa de Doutorado Pleno — Capes (Coordenagdo de Aperfeigoamento de Pessoal

de Nivel Superior ).

e Auxilio financeiro para a compra do reagente de Real Time para CMV ¢ HHV-6
verba PROAP (Projeto de Orientag@o e Atualizagdo Profissional — processo n® 02p
10310 / 12) — Cedido pelo Programa de Pds-Graduagao em Ciéncias da Cirurgia —

FCM — Unicamp.
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Caracteristicas dos doadores
Foram envolvidos no estudo amostras de 30 doadores, cujas informagdes estdo

descritas na tabela 3.

Tabela 3: Caracteristicas dos doadores

Caracteristicas n=30

Informacgdes dos Doadores

Idade — mediana em anos (max-min) 36,2 (14-64)
IMC - mediana em m*/Kg (max-min) 25,9 (21-35)
UTI - mediana em dias (max-min) 5,2 (1-12)
Sexo
Feminino 17,0 (57%)
Masculino 13,0 (43%)
Causa da Morte
TCE 14,0 (47%)
AVC 12,0 (40%)
Anoxia 1,0 3%)
Outros 3,0 (10%)

(IMC= Indice de massa corporal, UTI= Unidade de Terapia Intensiva, TCE = trauma cranio

encefalico, AVC = acidente vascular cerebral)
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Caracteristicas dos pacientes envolvidos no estudo

No periodo pré-transplante foram obtidos dados que revelaram caracteristicas gerais
dos pacientes submetidos ao transplante hepatico.

Dos 30 receptores, 21 (70%) eram do sexo masculino e 9 (30%) do sexo feminino.
As idades variaram de 23 a 70 anos, com mediana de 52,43.

Todos os pacientes foram positivos para IgG anti-CMV, mas ndo para IgM antes do
transplante.

Os diagnosticos mais frequentes foram hepatite C (50%), cirrose por alcool e
hepatite C (13%), cirrose por alcool (10%), cirrose criptogénica (10%), outros (17%).

Foram quantificadas 240 amostras de soro dos 30 pacientes transplantados, e mais

30 amostras provenientes dos respectivos doadores, somando assim 270 amostras no total.

Deteccao e quantificacido do HHV-6

Detectou-se 13(43%) dos 30 pacientes com infec¢do para o HHV-6. Sendo que no
total de 270 amostras apenas 26 (9,3%) foram positivas para HHV-6.

Dos 30 transplantados apenas um apresentou a amostra positiva do soro de seu
doador.

O ponto de corte de 200 copias de DNA do HHV-6 em 10° células foi seguido de
acordo com as instrugdes do fabricante.

Seis dos 13 pacientes infectados tiveram variagdo de suas cargas virais entre as
semanas estudadas, sendo que 3 deles apresentaram positividade na coleta no dia do

transplante. A maior replicacdo entre as 2%-4 semanas e oitava semana (figura 2).

Resultados
62



Semanas

Figura 2: Numero de episodios de positividade do HHV-6 pela PCR em tempo real de
acordo com as semanas.

A cinética viral foi estudada semanalmente e relacionada com as variaveis como
demostrado na tabela 4.

Tabela 4: Positividades da infeccdo pelo HHV-6 em log de acordo com as semanas
estudadas

Caso Doador Semana Semana Semana Semana Semana Semana Semana Semana

0 2 3 4 6 8 10 12
4 25 1,6 21 21 27 7,7
44 5,8 9 26 12
16 25 19 9
17 5,1 4.4
3 5,8 7.8
18 3,9 3
54 4.4
7 9,9
66 7
60 1,7
53 14
42 13
24 3,5
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A analise univariada, resultado das Equagdes de Estimagdo Generalizadas (EEG)
para estudo da relagdo entre as variaveis de interesse, demonstrou que o aumento da carga
viral do HHV-6 se correlacionou com a presenga de encefalite (tabela 5) apds o transplante

de figado (valor-p= 0.0226).

Tabela 5: Resultados das Equagdes de Estimacdo Generalizadas (EEG) para
estudo da relacdo entre as variaveis de interesse e a carga viral HHV-6 ao
longo das avaliagoes.

Variavel Valor-p

Doador
Real Time HHV-6 0.3025
indice de Massa Corporal 0.8223
Idade 0.7141

Receptor
Rejei¢ao 0.3739
Recidiva do virus da hepatite C 0.5710
Encefalite 0.0226
Idade 0.8517
Tempo de cirurgia (minutos) 0.7044
Isquemia fria (minutos) 0.2134
Isquemia quente (minutos) 0.1310
Aspartato transaminase 0.3286
Alanina transaminase 0.3497
Gama glutamil transpeptidase 0.2879
Bilirrubina total 0.9230
Ureia 0.7446
Creatinina 0.1972
Tacrolimus / Ciclosporina 0.9880
Micofenolato de s6dio / Azatioprina 0.7650
Sirolimus / Everolimus 0.9581

Dos 30 pacientes estudados, 14 (46,6%) desenvolveram a doenga pelo CMV. Destes

14 doentes sete apresentaram positividade do HHV-6 no PCR em tempo real.
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Houveram 10 (33%) casos de rejeicdo celular aguda entre os transplantados
estudados, sendo que cinco apresentaram infec¢ao pelo HHV-6, mas ndo houve correlagao
significante.

Dos dezenove pacientes transplantados devido a hepatite causada pelo virus C, seis
(31%) apresentaram recidiva viral e 3 destes apresentaram a infeccdo pelo HHV-6 sem
apresentar significancia estatistica.

A encefalite foi diagnosticada em 9/30 (30%) pacientes, sendo que sete deles
tiveram a infec¢ao pelo HHV-6 (figura 3), o que foi estatisticamente significante (p=0,012

teste exato de Fisher).

25

20

15

15

HHV-6 -

10 B HHV-6 +

Encefalite + (9) Encefalite - (21)

Figura 3: Infeccao por HHV-6 (herpesvirus humano 6) associada a encefalite no periodo
pos-transplante (P = 0,012)
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Detec¢do e quantificacio do CMV

A PCR em tempo real detectou 88 amostras de soro positivas para CMV, sendo que
26/30 (86,6%) pacientes apresentaram infeccdo para CMV.

A antigenemia foi positiva para 0 CMV em 38 amostras de 23/30 (76,6%) pacientes.

Para a N-PCR foram encontradas 55 amostras positivas em 22/30 (73%) pacientes.

Comparando os trés testes, observamos que o PCR em tempo real apresentou maior
sensibilidade (tabela 6) e positividade (figura 4) nas amostras ao longo das semanas

estudadas.

Tabela 6: Medidas de acuracia, sensibilidade, especificidade, valores preditivo positivo e
negativo dos testes para CMV em relag¢do a doenga do CMV.

RT - PCR AGM N - PCR
Sensibilidade 92,85% 85,71% 85,71%
Especificidade 18.,75% 31,25% 37,5%
Valor preditivo positivo 50% 52,17% 54,54%
Valor preditivo negativo 75% 71,42% 75%
Acuracia 55,8% 58.,48% 61,60%

RT-PCR = real time - protein chain reaction (reacdo em cadeia da polimerase); AGM = antigenemia; N-PCR = nested
protein chain reaction (reagdo em cadeia da polimerase); CMV= citomegalovirus.
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Positividade CMV (%)
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Figura 4: Distribuicdo do percentual de positividade para o CMV ao longo do tempo

avaliado pelos 3 métodos diagnosticos.

RT-PCR = real time - protein chain reaction (reagdo em cadeia da polimerase); AGM = antigenemia; N-PCR = nested
protein chain reaction (reagdo em cadeia da polimerase); CMV= citomegalovirus.

O resultado das Equagdes de Estimacdo Generalizadas para comparacdo dos

percentuais de positividade entre as avaliagdes em cada método mostrou que o RT-PCR

apresentou aumento significativo no inicio da segunda semana e na decima para a decima

segunda semana em relagdo aos outros testes. O Nested-PCR apresentou queda significativa

da oitava para a decima semana, queda, esta, ndo apresentada nos outros teste, como mostra

atabela 7.
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Tabela 7: Resultados das Equagdes de Estimagao Generalizadas para comparacao dos
percentuais de positividade entre as avaliacdes em cada método.

Método Aval (valor-p teste de contrastes)

AGM 0x2  0.0253 aumento significativo do inicio para a 2 semana
8x10 1.0000
10x12 0.3182

PCR 0x2  0.0588
8x10 0.0114 queda significativa da 8" para a 10* semana
10x12 0.0829

RT-PCR>=400 0x2  0.0082 aumento significativo do inicio para a 2* semana
8x10 0.0578
10x12 0.0338 aumento significativo da 10 para a 12 semana

RT-PCR = real time - protein chain reaction (reagdo em cadeia da polimerase); AGM = antigenemia; N-PCR = nested
protein chain reaction (reagdo em cadeia da polimerase).

A Descri¢ao dos casos positivos para CMV por RT-PCR, antigenemia e Nested-
PCR de acordo com as semanas estudadas positividade das amostras esta descrita na tabela

8.
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Tabela 8: Descricdo dos casos positivos para CMV por RT-PCR, antigenemia e

Nested-PCR de acordo com as semanas estudadas.

Caso RT-PCR CMV (sem) AGM CMYV (sem) Nested-PCR CMV
(sem)

54 34 3 4

56 2 6 4-6

4 2-4-6-8-12 3 0-4

7 0-2-4-6-8-10-12 4-8 4-8

44 2-4-6-8-10-12 2-3 6-8

16 2-3-4-6-8-10-12 3 2-3-6-8

55 6-8 8 4-6-8

17 6

24

6 3-4-12 3-12 3-4-12

3 3-4-6-8 2-4

65 2-3-6-10-12 4-10-12 3-4-10-12

28 0-2 0-2-10

19 2 2

18 3-6 3 6-8

46 3-6-8- 4 6

22 12 3

66 0-2-3-4-6-8-10-12 6-8 3-6-8-12

60 0-2-4-6-8-10-12 10

37 0-2-6

31 4-10 3

20 4-6-8 4-6 4-6

32 10

53 2-34 4-6 0-2-3-4

36 4-8-10 8-10 8

71 2-8-10

49 4-6-8 2 2-3-4-6-8

72 6 2-6-8 2-3-6-8-10

42 6-8 6-8

35 4-8 2-3

Total 88 38 54

RT-PCR = real time - protein chain reaction (reacdo em cadeia da polimerase); AGM = antigenemia; N-PCR = nested
protein chain reaction (reagdo em cadeia da polimerase); CMV= citomegalovurus; sem = semanas observadas
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Como apresentado 14/30 (46,6%) pacientes estudados desenvolveram a doenga pelo
CMV.

Houve 10 (33%) casos de rejeicdo celular aguda entre os 30 transplantados
estudados, sendo que nove apresentaram infec¢do pelo CMV como apresentado na tabela 9,
porem sem significancia.

A encefalite foi diagnosticada em 9/30 (30%) pacientes como mostra a tabela 9,
sendo que sete deles tiveram a infec¢do pelo CMV. Porem ndao houve significancia
estatistica em relagdo a infec¢do pelo CMV e os casos de encefalite.

Dezenove pacientes transplantaram devido a hepatite causada pelo virus C, sendo
que seis (31%) apresentaram a recidiva viral ao longo do estudo e 5 destes apresentaram a
infecgdo pelo CMV (tabela 9), ndo apresentando significancia estatistica.

Detectou-se 11 (36,6%) pacientes com infec¢do para ambos os virus.
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Tabela 9: Infeccdo pelo CMV e HHV-6, manifestagdes clinicas e altera¢des laboratoriais observadas nos

pacientes.
Caso RT-PCR RT-PCR Encefalite  Doenca RCA  Recidiva do Manifestagdes
HHV-6 CMV (sem) CMV virus C Clinicas/ laboratoriais
(sem)
4 2-3-4-6-8- 2-4-6-8-12 S S N N Sindrome viral + colite + Altera¢do de
10 movimentos e sensoriais
7 10 0-2-4-6-8- S S N N Sindrome viral + confusdo mental + Alteragdo
10-12 sensorial
16 34-8 2-3-4-6-8- S S N N Sindrome viral + colite + confusdo mental +
10-12 alteragdo de movimentos
17 3-8 S N N S Confusdo mental + Alteragdo sensorial +
letargia
24 12 S S S N Sindrome viral + confusdo mental + alteragdo
de movimentos
3 0-2 3-4-6-8 S N S S Colite+ tremor + febre + confusdo mental +
Alteracdo sensorial
28 0-2 S S N N Sindrome viral + Colite + Infecgdo
bacteriana(Klebsiella sp) + confusdo mental +
alteragdo de movimentos
19 2 S S S N Sindrome viral + Infec¢do bacteriana
(Klebsiella sp) + alteragdo de movimentos e
linguagem
18 2-4 3-6 S N S N Sindrome viral + Infecc¢do bacteriana
(Staphylococcus aureus) + confusdo mental +
convulsdes + alteragdes de movimentos
46 3-6-8- N S N N Sindrome viral
44 D-0-8-12  2-4-6-8-10- N S N S Colite + Infecgdo bacteriana (Klebsiella sp e
12 Staphylococcus aureus)
55 6-8 N S S N Colite
6 34-12 N S S N Colite
65 2-3-6-10-12 N S N N Colite+ encefalite
54 0 34 N S N N Colite
56 2 N S N S Sindrome viral + aumento de enzimas
22 12 N N S S Sindrome viral+Colite
66 3 0-2-3-4-6-8- N S N N Sindrome viral + Infec¢do bacteriana
10-12 (Staphylococcus aureus)
60 2 0-2-4-6-8- N N S N Aumento de enzimas
10-12
37 0-2-6 N N N N Assintomatico
31 4-10 N N N S Aumento de enzimas
20 4-6-8 N N N N Colite
32 N N N N Assintomatico
53 2 2-34 N N S N Aumento de enzimas + Infec¢do bacteriana
(Escherichia coli)
36 4-8-10 N N N N Sindrome viral
71 N N N N Assintomatico
49 4-6-8 N N S N Aumento de enzimas
72 6 N N N N Infecgdo bacteriana (Enterococcus spp)
42 2 6-8 N N N N Infecgdo bacteriana
(Staphylococcus aureus)
35 4-8 N N N N Infecgdo bacteriana
(Klebsiella sp)
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RT-PCR = real time - protein chain reaction (reacdo em cadeia da polimerase); AGM = antigenemia; N-PCR = nested
protein chain reaction (reagdo em cadeia da polimerase); RCA= rejeigdo celular aguda; CMV= citomegalovirus; HHV-6=

herpesvirus humano -6. sem = semanas observadas; D = doador; S = sim; N = ndo.
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Os herpesvirus humanos possuem uma capacidade de estabelecer infec¢do latente
continua no hospedeiro, pois o virus pode persistir dentro das células hospedeiras se
protegendo do reconhecimento imunologico. '® As manifestagdes infecciosas por herpes
virus sd3o as mais frequentes nos transplantados de o6rgdos, pois a ativagdo da infecgdo
latente acontece em pacientes imunossuprimidos como os receptores de 6rgio. #8182
A infecgdo pelo CMV e HHV-6 ¢ frequentemente observada nos transplantados de

(35.79.83.89) N literatura, a incidéncia da infec¢io pelo HHV-6 apés o transplante de

figado.
figado ¢ comum e ocorre entre 20% e 80%. &>V

No presente estudo foram analisadas amostras de soro, € a presenga da infec¢ao pelo
HHV-6 foi observada em 43% dos pacientes apds o transplante de figado, apresentando
maior pico de replicacdo entre a segunda, quarta e oitava semana.

A infeccdo do HHV-6 em um estudo com transplantados de dorgdos so6lidos foi de

(86)

40-50% nos receptores e o pico de viremia tem sido demostrado entre as 2 e 4* semanas

depois do transplante. *- 'V

Um estudo com transplantados renais a infeccdo por HHV-6 ocorreu em 27% dos
transplantados ¢ a media de tempo de replicagio foi de 28 dias. ®” Outro estudo,
acompanhou 36 receptores de figado por 6 meses, encontrando 50% de positividade para o
HHV-6 em sangue total.

Alguns estudos defendem que a persisténcia de infec¢do do HHV-6 detectada em
amostras de sangue total, pode significar a presenca do cromossomo integrado, o que
naturalmente elevaria a taxa de detec¢do e carga viral, mas ndo afirmaria uma infec¢ao.
Porem, para confirmagdo do CIHHV-6 seria necessario analise citogenética, analise de

, . N 24,26,27,28
foliculo piloso e testes de irmios e parentes. ¢* 22728
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No presente estudo nao foi estudado a presengca do CIHHV-6 nas amostras positivas
para o HHV-6.

A infeccdo pelo HHV-6 pode provocar efeitos clinicamente relevantes ao
transplantado de figado, possivelmente como resultado dos seus efeitos imunomoduladores.
Acredita-se que o virus pode estar envolvido com doencgas do sistema nervoso central como
a encefalite, que ¢ um dos efeitos diretos da infeccdo pelo HHV-6 apos o transplante de
figado. ®* %) A encefalite é uma complicacdo associada com a infec¢io do HHV-6 que
ocorre entre as 4 - 6* semanas depois do transplante de figado, ¢ caracterizada por confusao
mental, perda de memoria e convulsdes. % ** 7!

Um estudo com complicagdes do sistema nervoso central tais como alteragdes do
estado mental de etiologia nao identificada foram mais provaveis de ocorrer em receptores
de transplante de figado que tinham infecgio pelo HHV-6.

O diagnodstico da infecgdo pelo HHV-6 em nosso estudo foi realizado pela
quantificagdo da carga viral usando PCR em tempo real em amostras de soro. A cinética
viral foi acompanhada até a 12* semana ap0s a cirurgia.

Foi observado no presente estudo, que o aumento semanal da carga viral do HHV-6
esteve relacionado com a presenca de encefalite nos pacientes apos o transplante.

Nove dos 30 pacientes desenvolveram encefalite apds o transplante, sendo que, sete
deles apresentaram infeccdo para o HHV-6, mostrando que a infeccdo pelo HHV-6
influenciou o aparecimento da encefalite.

Recentemente, estudos veem mostrando que os sintomas associados a encefalite

estio presentes em transplantados de figado positivos para a infec¢do pelo HHV-6. @7

Assim como a relagdo das infecgdes dos herpes virus incluindo o HHV-6 no sistema
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nervoso central em pacientes imunocomprometidos nas manifestagdes clinica de
encefalite.’” Os testes laboratoriais baseados na detecgdo da carga viral aumentaram a
sensibilidade e a rapidez dos testes de diagnosticos para encefalite causada por HHV-6 e
das infecgdes sistémicas dos virus HHV -6 ¢ CMV em pacientes transplantados."”’

Dos 9 transplantados com encefalite, 7 possuiam infec¢do para CMV, porem nao
houve significancia estatistica entre eles.

Ono et al pesquisou a carga viral do HHV-6 ¢ CMV em 8 semanas apds o
transplante, porem ndo encontrou nenhum sintoma clinico associado.

Humar et al ndo observaram uma associacdo significativa entre a infec¢do pelo
HHV-6 e doencgas neurologicas. ®” Nossos resultados podem ser diferentes devido ao
neurotropismo entre as variantes do HHV-6. O HHV-6 ¢ composto por duas variantes
HHV-6A ¢ HHV-6B ¢ a variante A parece ser mais neurotropica e tem sido relacionada

3 porem no presente estudo ndo foi estudado as

principalmente com doengas neurolégicas
variantes do HHV-6.

Outro estudo sugere que as caracteristicas da encefalite causada pelo HHV-6 sdo
diferentes entre a infecgdo primaria e reativagio nos transplantados.®® "

Além do HHV-6 a infeccao pelo CMV apods o transplante de figado ¢ bastante
comum, estudos apontam que a infeccdo pelo CMV ¢ uma das infec¢des virais mais
comuns encontradas em transplantados de figado e sua incidéncia pode variar de acordo
com diversos aspectos, tais como o tipo de transplante, a presenca de fatores de risco
associados e a utilizagdo prolongada de profilaxia. ** %>

A infec¢do pelo CMV neste estudo foi detectada em 86% dos transplantados através

da PCR em tempo real.
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Estudos realizados na UTH da Unicamp tem mostrado que a infec¢do pelo CMV
apos o transplante estd em torno de 40% detectado em sangue total através da antigenemia
e/ou N-PCR. ®* #-39 [ autenschlager et al. encontrou em seu estudo 60% dos pacientes
com replicago viral do CMV no plasma, em transplantados de figado. ®®

A alta incidéncia de replicagdo viral no nosso estudo foi provavelmente devido ao
facto de ter sido realizado em uma area endémica. Todos os nossos receptores e doadores
eram sorologicamente (IgG) positivos antes do transplante. Sabe-se que o CMV ¢ um virus
onipresente infectando quase 100% dos adultos em areas endémicas. ©”

Um estudo recente realizado mostrou positividade para o CMV (IgG) em 94,7% dos
pacientes antes do transplante. Eles relacionaram a importancia da investigagdo soroldgica
e exames de diagndstico antes do transplante, visando minimizar possivel reativagdo da
doenga apos a utilizagdo de drogas imunossupressoras, em especial nos primeiros 6 meses
apos o transplante, ou mesmo para evitar uma primeira infecgio.®®

A sorologia anti- IgM e anti-IgG inclui um dos testes de diagnostico para o CMV e
recomenda-se que seja realizado antes de todo transplante em amostras de doadores e
receptores, para que seja reconhecido uma possivel replicagdo viral ou uma replica¢do viral
tardia. ®

A PCR em tempo real em nosso estudo apresentou 88 amostras de soro positivas
para o CMV, a antigenemia foi positiva em 39 amostras, e a N-PCR apresentou 55
amostras positivas. Comparando os trés testes, observamos que a PCR em tempo real foi

estatisticamente significante em apresentar mais positividade nas amostras ao longo das

semanas estudadas.
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Muitos estudos tem comparado antigenemia com a PCR e tempo real para
diagnosticar o CMV em transplantados e em geral a PCR em tempo real tem se mostrado
mais eficiente para o diagnostico. 1% 1D

Neste estudo observou-se maior sensibilidade para a PCR em tempo real do CMV
em relagcdo a antigenemia e N-PCR. Porem apresentou baixa especificidade para os testes.
Peres et al. Encontrou valores parecidos com os nossos em um estudo comparando a PCR
em tempo real e N-PCR em transplantados de medula 6ssea. !*?

Marchetti et al. comparou a antigenemia com PCR em tempo real em
transplantados, e encontrou que a PCR em tempo real foi mais eficiente em detectar a
replicacdo do CMV, onde a sensibilidade do PCR foi de 95% e a antigenemia foi de 27%.
(103)

Em um “Consensus Guidelines” publicado em 2010 destaca que a PCR qualitativa,
ndo ¢ recomendavel para a vigilancia e o diagnostico para a infeccao do CMV, uma vez que
existem problemas com a especificidade do teste. '

A antigenemia ¢ um teste semi-quantitativo utilizado como ferramenta para
diagndstico clinico da doengca do CMV assim como acompanhar a resposta a terapia. Porem
esse teste requer processamento imediato da amostra € em paciente com neutropenia, pode
ser dificil de ser executada. " A quantificagio da carga viral pela PCR real time,
revolucionou o tratamento de infecgdes ativas em termos de medir a resposta da terapia
antiviral, incluindo a redugdo na imunossupresso. 7%

Um “Updated International Consensus Guidelines” publicado em 2013 recomenda

que teste que quantifica o DNA viral ¢ preferido, para o diagndstico, decisdes relativa a
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terapia ¢ monitorizagdo da infeccdo do virus CMV (porém ainda nao foi definido
internacionalmente um ponto de corte para a carga viral).

Tanto o diagnostico pelo plasma quanto pelo sangue total sdo aceitaveis.

Caso nao haja disponibilidade da quantificacdo do DNA, a antigenemia ¢ aceitavel.
O importante ¢ que os resultados devam estar disponiveis dentro de 24 a 48 horas. 7”

Um estudo multicéntrico internacional avaliou a variabilidade dos testes de carga
viral do CMV em 33 laboratorios e demonstrou inconsisténcia nos valores das amostras,
entre os laboratorios chegando até 3 log'® copias/ml de diferenga. '

Em novembro de 2010 foi aprovado pela Organizagio Mundial da Satude. ' uma
padronizacdo da quantificagdo do CMV. Apesar de estar nos estagios iniciais esta norma
vai padronizar os valores da carga viral entre os laboratorios de modo que os resultados
podem ser avaliados como unidades internacionais (UI) ao invés de copias por mililitro.
(19 porem Gandu et al estabeleceu em seu servico um ponto de corte para iniciar o
tratamento pre-empitivo nos transplantados CMV soropositivos.

A doenga do CMV em nosso estudo acorreu em 14 (46%) dos 30 transplantados.
A literatura estima que 25% de todos os transplantados de figado irdo desenvolver a

(86)

doenca CMV nos primeiros meses apds o transplante , porem recentes estudos

mostraram que a doenga do CMV pode ocorrer em até 40% dos transplantados. (% *¥
Sete dos 14 transplantados que tiveram a doenca pelo CMV apresentaram infec¢do
pelo HHV-6 e 13 infec¢do pelo CMV. Apesar de nossas analises ndo mostrar significancia,

alguns trabalhos tem associado a infeccdo do HHV-6 ¢ do CMV ao desenvolvimento da

doenga do CMV. (8, 107)
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Um dos fatores de risco atribuido ao desenvolvimento doengca do CMV apos o
transplante de figado ¢ a infecgio pelo CMV ©? Fitzgerald et al. demonstrou que o status
sorologico do CMV no doador e no receptor sdo os fatores mais importantes na
determina¢do do desenvolvimento da doenca grave do CMV apds o transplante de 6rgao.
(108)

A infeccdo pelo CMV e o desenvolvimento da doenga depois do transplante de
figado, muitas vezes ocorre ap6s o termino do protocolo de profilaxia. E a utilizagdo de
diagnostico rapido e preciso para a deteccdo do CMV ¢ determinante. scott et al
correlacionaram a carga viral do CMV com o aumento do risco da doenga do CMV. ¥

Recentemente outro estudo mostrou que a presenca do DNA do HHV-6 nas bidpsias
de figado pré-transplante podem ser um fator de risco para o desenvolvimento da doenga do
CMYV apés o transplante. >

Os efeitos indiretos atribuidos ao HHV-6 incluem a exacerbagdo da doenca pelo
CMV, um aumento da gravidade da recidiva da hepatite C, aumento de outras infecgdes
oportunistas, disfun¢ao do enxerto, e rejeicao celular aguda. Apesar da alta prevaléncia na
populagdo sua replicagdo pode ser intensificada apos o transplante.®® 1% 110- 111

Os beta-herpesvirus sdo patdégenos virais comuns, que influenciam no resultado do
transplante hepatico. Seus efeitos estdo associados a uma maior predisposi¢ao para rejeigao
e reducdo da sobrevida do enxerto. ©3)

No presente estudo ndo observamos correlagdo estatistica, porem 33% dos pacientes

desenvolveram rejeicdo do enxerto, 50% deles apresentaram infec¢do pelo HHV-6 e 90%

infec¢do pelo CMV.
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Lautenschlager et. al. encontrou em recente trabalho 26% de rejei¢do aguda apos o
transplante de figado, e a maioria deles apresentaram infec¢do pelo CMV, porem assim
como em nosso trabalho nio encontrou diferenca significativa. ©®

A rejeicdo do enxerto ¢ um potente indutor da reativacdo do CMV, sendo assim
considerado um fator de risco significativo para aparecimento da doenga do CMV apds
transplante de figado. Existem trabalhos, relatando associacdao entre HHV-6 e a disfungao
ou rejei¢do do enxerto. 1'%

Um estudo da carga viral em transplantados renais mostrou associacdo entre a
infec¢do do HHV-6 e a rejeicdo, porem nosso estudo nao mostrou significancia, talvez pelo
fato de trabalharmos com um namero pequeno de pacientes. "

A maioria dos nossos pacientes teve indicagdo para o transplante de figado devido a
cirrose do figado causada por VHC. A recorréncia da hepatite C ocorreu em seis dos 30
(31%) receptores, e trés dos seis mostraram infec¢do pelo HHV -6 sendo que 5 (83%)
foram positivos para a infeccdo pelo CMV apos o transplante de figado, ndo apresentando
significancia.

Bosh et al em um estudo recente com transplantados de figado, mostrou uma
associacdo entre a infecgdo do CMV e a recorréncia do VHC apo6s o transplante. (114)

A recorréncia do VHC ¢ universal ¢ leva a hepatite cronica em 20-40 % dos
receptores de figado apos transplante. ' Além disso, uma interagio entre os herpesvirus e
o VHC tem sido proposta e para ser clinicamente importante nos transplantados figado. 7

76, 77)

Guardia et al mostraram que os pacientes que apresentaram a presenca do HHV -6

nas bidpsias pré-transplante tiveram mais recorréncia do VHC apés o transplante. ©”
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estudos prévios demonstram que o CMV e o HHV- 6 tem efeitos imunomoduladores ¢
sugerem uma progressao mais rapida do VHC nos receptores de transplante de
figado. 757677 117

No entanto, no presente estudo, a incidéncia da infec¢do pelo HHV-6 ¢ CMV nao
foram significativas quando comparadas com a recorréncia do VHC apos transplante do
figado. Devido talvez, ao nosso pequeno grupo de recorréncia ndo foi possivel identificar
uma associagao.

Nosso estudo mostrou que a infeccdo do CMV e HHV-6 estio presentes nos
transplantados de figado. Estudos vém demonstrando que a prevengdo, diagnostico e
tratamento da infec¢do ativa sdo essenciais, pois poderdo impactar significativamente na
melhora dos resultados apos o transplante.

Nosso trabalho analisou varios fatores de risco associados ao desenvolvimento da
infeccdo pelos virus durante as 12 primeiras semanas apds o transplante e apesar da
presenca das infecgdes serem notavel, a analise univariada encontrou associagao
significante em relagdo ao aumento da carga viral do HHV-6 com a parecenca de encefalite
nos transplantados de figado.

Os limites deste estudo foi seu pequeno numero de casos analisados devido ao
restrito numero de kits disponiveis para analise (¢ um produto importado e esse processo foi
demorado, cerca de dois anos).

Estudos futuros de prevencao e tratamento antiviral para os virus e investigacdes
sobre o significado clinico das variantes HHV-6A e HHV-6B e a presenga de CIHHV-6 em

amostras de transplantados de figado seriam importantes € muito contribuiriam para
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melhora no pés-transplante. Estudos futuros de nosso UTH pode auxiliar desvendar estas

suposigoes.
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- Somente o aumento da carga viral do HHV-6 por PCR em tempo real foi associado com a

presenca de encefalite apos o transplante de figado,

- A técnica de PCR em tempo real se mostrou como o teste mais sensivel que a antigenemia

e N-PCR para deteccdo e monitorizacdo do CMV nos pacientes transplantados de figado.
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ANEXO - 1 Protocolo da PCR em tempo real para HHV-6

HHV6 Real-TM Quant Real-TM
Real Time PCR kit for quantitative detection of
Human Herpesvirus 6

DNA Protocol

1. “Lysis Solution” and “Washing Solution” (in case of their storage at 2-8°C) should

be warmed up to 56°C until disappearance of ice crystals.

Prepare required quantity of 1. 5 ml polypropylene tubes.

Add to each tube 300ul of “Lysis Solution”.

Add 100ul of Samples to the appropriate tube.

Prepare Controls as follows:

e Add 100ul of “C-”to tube: Cneg
e Add 90ul of C- and 10 pl of “Pos HHV-6 & Human DNA C+” to the tube:
Cpos

Vortex the tubes, incubate 5 min at 65°C and centrifuge for 5 sec.

Vortex vigorously “Sorbent” and add 25ul to each tube.

Vortex for 5-7 sec and incubate all tubes for 10 min at room temperature.

Centrifuge all tubes for 1 min at 5000g and using a micropipette with a plugged

aerosol barrier tip, carefully remove and discard supernatant from each tube without

disturbing the pellet. Change tips between tubes.

10. Add 300ul of “Washing Solution 1” to each tube. Vortex vigorously and centrifuge
for 1 min at 5000g and using a micropipette with a plugged aerosol barrier tip,
carefully remove and discard supernatant from each tube without disturbing the
pellet. Change tips between tubes.

11. Add 500ul of “Washing Solution 2” to each tube. Vortex vigorously and centrifuge
for 1 min at 1000g and using a micropipette with a plugged aerosol barrier tip,
carefully remove and discard supernatant from each tube without disturbing the
pellet. Change tips between tubes.

12. Repeat step 11

13. Incubate all tubes with open cap for 5 min at 65°.

14. Resuspend the pellet in 50 pl of “DNA-eluent”. Incubate for 10 min at 65°C and
vortex periodically.

(G2 SN US B \S)

L XI

Centrifuge the tubes for 2 min at maximum speed (12000-16000 g). The supernatant
contains DNA ready for amplification

RT-PCR Protocol:

Reaction volume= 25pul
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1. Prepare required quantity of tubes

2. Prepare in the new sterile tube for each sample 10*Nul of PCR-mix-1
“HHV-6/Glob”, 5,0*N of “PCR-Buffer-FRT” and 0,5*N of “TaqF DNA Polymerase”.
Vortex and centrifuge for 2-3 sec

3. Add 15 pl of “Reaction Mix” and 10 ul of extracted DNA sample to appropriate tube.
Mix by pipetting

4. For quantitative run prepare 1 negative control (add 10 pl of “DNA-buffer” to the tube)
and 4 tubes for standards. Perform QS1 and QS2 standards twice by adding 10 pl of
“Quantitation Standards HHV-6 & Glob” (QS1, QS2) into 4 tubes

Real Time Amplification

1. Close tubes and transfer them into the Real Time ThermalCycler
2. Program position of the samples, controls and standards.

3. Program the instruments as follows:

TINTEH Real Time PCR Systems'™ i Applicd Biosystems)

Step 1, °C Time Fluorescence detection Crcles
I 95 015 5 1
95 020 =
. &0 100 FAM, JOE. b
Results Analysis:

The results are interpreted with the software of instrument through the presence of crossing
of fluorescence curve with the threshold line.

Internal Control (Human DNA) is detected on the FAM/Green channel and HHV6 on the
Joe/HEX/Yellow channel.

Calculate the concentration of copies HHV6 DNA in 10° cells using the following formula:

HHV6 DNA copies/reaction

: : =W 20
human DNA copies [ reaction

HHYV6 copies in 10°cells =

Calculate the concentration in logarithm of copies HHV6 DNA in 10° cells using the
following formula:

= copies HHV6 DNA

log | : X 200000)=log( HHV6 in 100000 cells)
copies human DNA

Anexos
110



Protocolo de extracao de DNA (traducao)

1.

[V SNLUS B\

~

10.

11.

12.
13.
14.

15.
16.

"Solucdo de Lise" e "solugao de lavagem" (no caso de armazenamento a 2-8°C)
pode ser aquecido a 56°C até ao desaparecimento dos cristais de gelo.
Prepare a quantidade necessaria para tubos de 1,5ml de polipropileno.
Adicionar 300 pl de "solucao de lise”.
Adicionar 100 pl de amostra em cada tubo.
Prepare os controles:
e Adicionar 100 pl de "C -" no tubo: C-
e Adicionar 90pul de "C -" e 10 pl de " CMV Rec Pos. 1" no tubo: C+

Vortex os tubos e incube por 5 min em temperatura ambiente, centrifugar por 5 seg
Vortex vigorosamente "Sorbent" adicionar 25 pul a cada tubo.

Vortex por 5-7 seg cada tubo, incubar todos os tubos por 10 minutos em
temperatura ambiente.

Centrifugar todos os tubos durante 1 min a 5000g e utilizando uma micropipeta com
barreira de aerossol, cuidadosamente remover e descartar o sobrenadante de cada
tubo, sem perturbar o sedimento. Alterar as ponteiras entre os tubos.

Adicionar 300 pl de "solucao de lavagem 1" em cada tubo. Vortex vigorosamente e
centrifugar durante 1 min a 5000g e utilizando uma micropipeta com barreira de
aerossol, cuidadosamente remover e descartar o sobrenadante de cada tubo, sem
perturbar o sedimento. Alterar as ponteiras entre os tubos.

Adicionar 500 pl de "solugdo de lavagem de 2" em cada tubo. Vortex
vigorosamente e centrifugar durante 1 min a 1000g, utilizando uma micropipeta
com barreira de aerossol, cuidadosamente remover ¢ descartar o sobrenadante de
cada tubo, sem perturbar o sedimento. Alterar as ponteiras entre os tubos.

Repita o passo 11

Incubar todos os tubos com tampa aberta por 5 min a 65 °C.

Ressuspender o sedimento em 50 pl de "DNA eluente". Incubar durante 10 min a
65°C e vortex periodicamente.

Centrifugar os tubos durante 2 minutos a velocidade maxima (12.000-16.000g).

O sobrenadante contém DNA pronto para a amplificacao.

Protocolo de RT-PCR (tradugao):
1. Prepare a quantidade necessaria de tubos
2. Prepare novo tubo estéril para cada amostra com 10*N pl de PCR-mix-1
"HHV-6/Glob", 5,0*N de "Tampao de PCR-FRT" ¢ 0,5*N de "TaqF DNA
Polymerase." Vortex e centrifugar por 2-3 segundos
3. Adicionar 15 pl de "Mix" e 10 pul de amostra de DNA extraido no tubo

apropriado.

4. Para a corrida quantitativa preparar um controle negativo (adicione 10 pl de

"DNA-buffer" para o tubo C-) e 4 tubos dos padrdes (realizar em duplicidade os

Padrdes), adicionar de 10 pl de "HHV-6 & Glob" (QS1, QS2) nos 4 tubos.
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Programa de Amplificagao:

1. Fechar os tubos e transferi-los para o ThermalCycler Tempo Real.
2. Posicionar no programa as amostras, controles e padroes.

3. Programar o instrumento, como segue:

Passos Temperatura Tempo Ciclos *det
1 95 °C 15s 1 ccci
2 95 °C 20s 45 o da

60 °C I min* fluo

rescéncia nos canais Joe e Fam

Os resultados sdo interpretados pelo software do instrumento, através da passagem
de fluorescéncia com a linha limite. O controle interno (DNA humano) ¢ detectada no canal
FAM / verde e HHV-6 no canal Joe / Hex / amarelo.

Para calcular a concentragao do DNA do HHV-6 usar a seguinte formula:

E .
copias do HHV-6 em 10° células = copias do DNA do HHV-6 , ,, 14f
copias do controle interno

Para calcular a concentragdo do DNA do HHV-6 em logaritmo usar a seguinte
formula:

copias do DNA do HHV-6
log ( . ) X 200000 = log (HHV-6 em 100000 células)
copias do DNA humano
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ANEXO - 2 Protocolo da PCR em tempo real para CMV

CMYV Real-TM Quant Real-TM
Real Time PCR kit for quantitative detection of CMV

DNA Protocol

1.

S

= v *A

11.

12.

13.
14.
15.

16.

“Lysis Solution” and “Washing Solution” (in case of their storage at 2-8°C) should
be warmed up to 56°C until disappearance of ice crystals.
Prepare required quantity of 1. 5 ml polypropylene tubes.
Add to each tube 10 pul of “Internal Control” and 300 pl of “lysis Solution”.
Vortex specimens for 5 Sec.
Add 100ul of Samples to the appropriate tube.
Prepare Controls as follows:
e Add 100 pl of “C-" to tube.
e Add90ul of “C-" and 10 ul of “CMYV Rec Pos 17 to the tube.

Vortex the tubes and centrifuge for 7-10 sec.
Vortex vigorously “Sorbent” and add 25 pl to each tube.
Vortex for 5-7 sec and incubate all tubes for 10min at room temperature.

. Centrifuge all tubes for 1 min at 1000g and using a micropipette with a plugged

aerosol barrier tip, carefully remove and discard supernatant from each tube without
disturbing the pellet. Change tips between tubes.

Add 300l of “Washing Solution 1” to each tube. Vortex vigorously and centrifuge
for 1 min at 1000g and using a micropipette with a plugged aerosol barrier tip,
carefully remove and discard supernatant from each tube without disturbing the
pellet. Change tips between tubes.

Add 500ul of “Washing Solution 2” to each tube. Vortex vigorously and centrifuge
for 1 min at 1000g and using a micropipette with a plugged aerosol barrier tip,
carefully remove and discard supernatant from each tube without disturbing the
pellet. Change tips between tubes.

Repeat step 12

Incubate all tubes with open cap for 5 min at 65°.

Resuspend the pellet in 50 pl of “DNA-eluent”. Incubate for 10 min at 65°C and
vortex periodically.

Centrifuge the tubes for 2 min at maximum speed (12000-16000 g). The supernatant
contains DNA ready for amplification.

RT-PCR Protocol:
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Reaction volume= 25ul

1. Prepare required quantity of tubes
2. Prepare in the new sterile tube for each sample 10*(N+1) pl of “PCR-mix-1-TM”,
5,0%(N+1) ul of “PCR-mix-2-TM” and 0,5*(N+1) ul of “TaqF DNA Polymerase”. Vortex
and centrifuge for 2-3 sec
3. Add 15 pul of “Reaction Mix” to appropriate tube
4. Add 10 pl of extracted DNA sample to appropriate tube
5. Prepare for each run 3 standards and 1 negative control
e Add 10 pl of “Quantitation standards” CMV (QS1, QS2, QS3) into 3 tubes
e Add 10 pl of “TE-buffer” to the C- tube
6. Insert the tubes in the thermalcycler.

Programming the 7300°7500 Real-Time PCR System (Applied):

1. Select in the main menu option “New” and set the data of new document: select in the
window Assay the option Absolute Quantitation, in the window Template the option Blank
Document. Press OK
2. In the new window in the Tools menu click button Detector Manager.
3. At the low left side of the window click File and select New. Set in the window New
detector probes characteristics:

a. Detection of CMV DNA: in the lines Name and Description indicate CMV DNA. in
the line Reporter Dye — Joe and in Quencher Dye — None, Select the Color (for example,
red). Click button Create Another.

b. The window New detector is opened against. Set the following parameters for Internal
Control: in the lines Name and Description indicate CMV ic. in the line Reporter Dye —
Fam and in Quencher Dye — None. Select the Color (for example. blue), Click OK.

4. Close the window Detector manager with probes information.
5. Select window Instrument.
6. Activate Thermal profile and set the following amplification program:

Stage Profile Repts 7

1 95 °C 15 min 1 In di

2 95 °C 20s cate
60 °C 20s 5 reac
72 °C 20s tion

3 95°C 20s volu
60 °C 40 s 40%* me,
72 °C 15s 25

ul.

Results Interpretation
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Vor each control and patient specimen, calculate the concentration of CMV DNA using the following formula
CMV DNA copies/specimen
1C DNA copies/specimen

*coeflicient is specific for each lot and reported in the CMV Real-TM Quant Data Card provided in the kit.

x coefficient* = copies CMV/mL

Protocolo de extracao de DNA (traduc¢ao)

17. "Solugao de Lise" e "solugdo de lavagem" (no caso de armazenamento a 2-8°C)
pode ser aquecido a 56°C até ao desaparecimento dos cristais de gelo.
18. Prepare a quantidade necessaria para tubos de 1,5ml de polipropileno.
19. Adicionar a cada tubo 10 ul de " Controle Interno " e 300 pl de " solugao de lise”.
20. Vortex por 5 seg.
21. Adicionar 100 pl de amostra em cada tubo.
22. Prepare os controles:
e Adicionar 100 pl de "C - " no tubo: C-
e Adicionar 90ul de "C - "e 10 pul de " CMV Rec Pos. 1" no tubo: C+

23. Vortex os tubos e centrifugar 7- 10 seg.

24. Vortex vigorosamente "Sorbent" e adicionar 25 pl a cada tubo.

25. Vortex por 5-7 seg e incubar todos os tubos por 10 minutos em temperatura
ambiente.

26. Centrifugar todos os tubos durante 1 min a 1000g e utilizando uma micropipeta com
barreira de aerossol, cuidadosamente remover e descartar o sobrenadante de cada
tubo, sem perturbar o sedimento. Alterar as ponteiras entre os tubos.

27. Adicionar 300 pl de " solugdo de lavagem 1" a cada tubo. Vortex vigorosamente e
centrifugar durante 1 min a 1000g e utilizando uma micropipeta com barreira de
aerossol , cuidadosamente remover e descartar o sobrenadante de cada tubo, sem
perturbar o sedimento. Alterar as ponteiras entre os tubos.

28. Adicionar 500 pl de "solugdo de lavagem de 2" a cada tubo. Vortex vigorosamente
e centrifugar durante 1 min a 1000g e utilizando uma micropipeta com barreira de
aerossol, cuidadosamente remover e descartar o sobrenadante de cada tubo, sem
perturbar o sedimento. Alterar as ponteiras entre os tubos.

29. Repita o passo 12

30. Incubar todos os tubos com tampa aberta por 5 min a 65 °C.

31. Ressuspender o sedimento em 50 pl de "DNA eluente" . Incubar durante 10 min a
65 ° C e vortex periodicamente.

32. Centrifugar os tubos durante 2 minutos a velocidade méxima (12.000-16.000g).

33. O sobrenadante cont¢ém DNA pronto para a amplificagdo.

Protocolo de RT-PCR (tradugao):

Volume da reagdo = 25 ul
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1. Prepare a quantidade necessaria de tubos
2. Em um novo tubo estéril, para cada amostra adicione 10 * (N +1), pul de "PCR-mix-1-
™", 5,0%(N+1), ul de "PCR-mix-2-TM" e 0,5*(N +1), ul de "TaqF DNA Polymerase."
Vortex e centrifugar por 2-3 segundos
3. Adicionar 15 pl de "Mix" para o tubo apropriado
4. Adicionar 10 ul de amostra em cada tubo
5. Prepare um corrida para 3 padrdes e um controle negativo
* Adicionar 10 pl de "Quantitation Standards CMV" (QS1, QS2, QS3) em 3 tubos
* Adicionar 10 pl de "tampao TE" no tubo: C-
6. Insira os tubos no thermalcycler.

Programacio do Sistema de PCR em Tempo Real 7300'7500 System (Applied):

1. Selecione na opg¢ao do menu principal "New" e configure os dados do novo documento:
selecionar no Ensaio janela a op¢ao de quantificagdo absoluta, no modelo de janela a opcao
Documento em branco. Pressione OK

2. Nanova janela, no menu Ferramentas clique no botdo Detector Manager.

3. No lado esquerdo da janela, clique em Arquivo e selecione Novo. Definido na janela
novo detector sondas caracteristicas:

a. Deteccdo de DNA do CMV: nas linhas de nome e descri¢do indicam o DNA do CMV,
na linha Reporter Dye - Joe e Dye Quencher - Nenhum , selecione a cor (por exemplo,
vermelho). Clique no botdo Criar Outro.

b. A janela Novo detector ¢ aberto novamente . Defina os seguintes pardmetros para o
Controle Interno: na linha Nome e Descri¢ao indicar CMV ic, e na linha Reporter Dye linha
- Fam e Quencher Dye - Nenhum. Selecione a cor (por exemplo. Azul), clique em OK.

4. Feche o Detector com as informag¢des das sondas.
5. Selecione Instrumento.
6. Ative o perfil térmico e definir o seguinte programa de amplificagao:

Passos Temperatura Tempo Ciclos
1 95°C 15 min 1
2 95°C 20s
60 °C 20s 5
72 °C 20s
3 95°C 20s
60 °C 40s 40%*
72 °C 1Ss

*deteccao da fluorescéncia nos canais Joe e Fam

Para calcular a concentragcdo do DNA do CMV foi seguida a seguinte formula:

copias do DNA do CMV - *_ )
copias do controle interno % S°eficiente = copias do CMV/ml 4\ 1+ varia de acordo com o lote.
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ANEXO - 3 Parecer do comité de ética

T FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
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(FARECER CEP: 5° 4302007)

PARECER
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PROJETO: “DETECCAO E MONITORIZACAOQ DA INFECCAO ATIVA FOR
CITOMEGALOVIRUS, HHV-6 E HIIV-7 PELA TECKICA DE ANTIGENEMIA
EN FTACIENTES TRANSPLANTAIMMS HNEFATICOES,

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Ana Maria Sampaio

Il - PARECER DO CEP.

O Comité de Eiica em Pesquisa da Faculdsde de Ciéncias Médicas da UNICAMP
Lomou ciéncia e aprovou a Emenda que inclul o delecg3o do DNA do HHV-6,08Y e YHC
pela PCR em tempo real em amostras de som, referente as protocode de pesquisa
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1- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Voce esta sendo convidado a colaborar com o projeto de pesquisa “ Herpesvirus Humano
HCMV, HHV-6, HHV-7 e HHV-8 no Transplante Hepatico: Deteccio e
Monitorizacio pela Antigenemia e Nested-PCR” ¢ “HERPESVIRUS 5 E 6 NA
RECORRENCIA DA HEPATITE C APOS TRANSPLANTE DE FiGADO” que sera
realizado na Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas. O
objetivo desse estudo ¢ avaliar e comparar alguns métodos para detec¢do da infeccao ativa
pelos herpesvirus e seu impacto clinico. E também do virus da hepatite C. Serdo utilizadas
técnicas diferentes para a realizagdo deste diagndstico e que para isso serdo colhidos 12 mL
de sangue no pré-transplante e no pos-transplante sendo realizadas coletas semanais
regulares até completarem 6 meses. Nao ha riscos previsiveis para esse procedimento. O
material bioldgico obtido sera processado e devidamente armazenado no laboratorio de
Diagnostico de Doengas Infecciosas por Técnicas de Biologia Molecular até o final do
estudo. Caso haja necessidade de atualizagdo do material em pesquisas futuras aprovadas
pelo Comité de Etica em Pesquisa, fica a seu critério escolher uma das opgdes abaixo:

sim, concordo que o material bioldgico obtido nesse estudo seja armazenado e utilizado
em pesquisa futuras

ndo, ndo desejo que o material biologico obtido nesse estudo seja utilizado em pesquisas
futuras
Espera-se que, a partir de resultados obtidos, seja possivel o estabelecimento do método
mais eficaz que possa auxiliar no diagnostico precoce da infecg¢do ativa pelos herpesvirus
HCMV, HHV-6, HHV-7 e HHV-§, e no tratamento de pacientes transplantados de figado,
portanto, esse estudo nao lhe trara beneficios diretos e imediatos. A sua participa¢do na
pesquisa nao traz complicagdes legais ¢ a qualquer momento vocé podera desistir de
participar e retirar seu consentimento sem que essa decisdo lhe traga prejuizos. As
informagdes obtidas serdo confidenciais e quaisquer dados serdo divulgados de forma que
nao possibilite sua identifica¢do, assegurando total privacidade. Nao haverd nenhuma forma
de reembolso de dinheiro, j4 que sua participacdo ndo lhe trard nenhum gasto. O
pesquisador responsavel pela pesquisa (identificacdo abaixo) lhe apresentara o termo e,
estando de acordo com o presente documento, vocé assinara duas vias de igual conteudo e
forma, ficando uma em sua posse. Vocé tem a garantia de tomar conhecimento e obter
informagdes, a qualquer tempo, dos procedimentos e métodos utilizados neste estudo, bem
como dos resultados parciais e finais da pesquisa. Para tanto, vocé podera consultar o
pesquisador responsavel. Outras informagdes consultar o Comité de Etica em Pesquisa da
UNICAMP com endereco na Rua Tesséalia Vieira de Camargo, 126 Cx Postal 6111,
telefone (19) 3751-8936, e e-mail cep@fcm.unicamp.br.

Pesquisadoras Responsaveis Paciente
Ana Maria Sampaio Nome:
Ana carolina Guardia da Silva RG:

Telefone: (19) 35218557 E-mail: carolg@fcm.unicamp.br
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Apéndice 2: Andlise descritiva do monitoramento dos HHV-6 e CMV

Semana 0 Semana 2 (14 dias)

RT-PCR RT-PCR AGM PCR RT-PCR RT-PCR AGM PCR
Caso HHV-6 CMV CMV CMV |HHV-6 CMV CMV CMV
3 5,8 0 n n 7.8 0 n S
4 0 8,934087 n s 25 1685,914 n n
6 0 0 n n 0 397,9587 n n
17 0 0 n n 0 0 n n
56 0 0 n n 0 56738,74 n n
54 44 0 n n 0 11,21347 n n
44 9 0 n n 1,40E-01 932,1882 S n
7 0 821,0576 n n 1,01E-15 964,8576 n n
16 0 205,9662 n n 0 630,7508 n S
46 0 0 n n 0 0 n n
22 0 0 n n 0 0 n n
19 0 0 n n 0 1853,101 n S
65 0 0 n n 0 637,5712 n n
18 0 0 n n 39 264,3132 n n
37 0 616,0373 n n 0 410,7926 n n
28 0 808,3081 S n 0 35867,6 S n
66 0 2338,2 n n 0 1213,94 n n
60 0 146790,7 n n 1,7 452.,4996 n n
31 0 5,58188 n n 0 0 n n
20 0 0 n n 0 0 n n
53 0 0 n s 14 2044,172 n S
32 0 157,6577 n n 0 0 n n
71 0 0 n n 0 0 S n
36 0 0 n n 0 0 n n
72 0 0 n n 0 134,2671 s S
49 0 0 n n 0 0 S S
35 0 0 n n 0 0 n S
42 0 0 n n 13 0 n n
55 0 0 n n 0 0 n n
24 0 0 n n 0 0 n n
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Apéndice 3: Analise descritiva do monitoramento dos HHV-6 e CMV

Semana 3 (21 dias)

Semana 4 ( 28 dias)

RT-PCR RT-PCR AGM PCR RT-PCR  RT-PCR AGM PCR

Caso HHV-6 CMV CMV CMV |HHV-6 CMV CMV CMV
3 0 728,7663 n n 0 4509,6242 n s
4 1,6 0 S n 21 715,413166 n S
6 0 1314,615 s s 0 679,203838 n s
17 5.1 16,70355 n n 0 0 n n
56 0 0 n n 0 0 n s
54 0 6328,074 S n 0 475415784 n s
44 5,07E-03  46,68552 S n 0 1401,87381 n n
7 7,76E-07  77,06946 n n 0 86762,4961 s s
16 25 1863,17 s s 19 2492.95461 n n
46 0 1011,356 n n 0 0 s n
22 0 0 n s 0 83,6942112 n n
19 0 0 n n 0 0 n n
65 0 618,1431 n S 0 0 S s
18 6,03 854,0651 S n 3 0 n n
37 0 0 n n 0 0 n n
28 0 0 n n 0 0 n n
66 7 723,5468 n S 0 458,323247 n n
60 0 204,9251 n n 0 2556,75865 n n
31 0 0 S n 0 731,772921 n n
20 0 24,09702 n n 0 2812,25856 S S
53 0 285471,1 n S 0 540769231 S S
32 0 0 n n 0 75,4014429 n n
71 0 120,9339 n n 0 0 n n
36 0 0 n n 0 510,569325 n n
72 0 0 n S 0 0 n n
49 0 0 n S 0 1122,75997 n S
35 0 385,5523 n s 0 426,260704 n n
42 0 0 n n 0 0 n n
55 0 0 n n 0 0 n s
24 0 0 n n 0 0 n n
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Apéndice 4: Analise descritiva do monitoramento dos HHV-6 e CMV

Semana 6 (42 dias) Semana 8 ( 56 dias)

RT-PCR RT-PCR AGM PCR |RT-PCR RT-PCR AGM PCR
Caso HHV-6 CMV CMV CMV |HHV-6 CMV CMV CMV
3 0 1840,13523 n n 0 1676,545 n n
4 21 1151,69195 n n 27 590,6783 n n
6 0 25,9022394 n n 0 0 n n
17 0 146,138744 S n 4.4 240,07 n n
56 0 270,767454 S S 0 94,2634 n n
54 0 15,3634409 n n 0 0 n n
44 0 5191,46324 n S 26 152263 .4 n S
7 0 3295,717 n n 1,16E-18 760248 S S
16 2,38E-11  2890,06298 n S 9 3229,849 n S
46 0 187894,737 n S 0 2964843 n n
22 0 0 n n 0 238,0008 n n
19 0 0 n n 0 0 n n
65 0 1843,89998 n n 0 71,11683 n n
18 0 2103,35449 n S 0 301,1772 n S
37 0 408,135593 n n 0 0 n n
28 0 197,406222 n n 0 41,14139 n n
66 0 11827,3874 S S 0 18203,08 S S
60 0 3748,842 n n 0 2876,31 n n
31 0 266,035055 n n 0 0 n n
20 0 23544,8613 S S 0 3466,688 n n
53 0 5,76631445 S n 0 166,2937 n n
32 0 0 n n 0 0 n n
71 0 217,793445 n n 0 0 S n
36 0 281,233099 n n 0 9029,492 S S
72 0 1724,72303 S S 0 181,9425 S S
49 0 2196,93788 n S 0 7349,601 n S
35 0 285,86446 n n 0 21747,32 n n
42 0 298498675 n S 0 9222798 n S
55 0 1253,25115 n S 0 7467,447 S S
24 0 0 n n 0 0 n n

Apéndices
125



Apéndice 5: Analise descritiva do monitoramento dos HHV-6 e CMV

Semana 10 (70 dias)

Semana 12 ( 84 dias)

RT-PCR RT-PCR AGM PCR RT-PCR RT-PCR AGM PCR
Caso HHV-6 CMV CMV CMV |HHV-6 CMV CMV CMV
3 0 73,14149 n n 0 0 n n
4 7,7 0 n n 3,62E-06 626,8173 n n
6 0 0 n n 0 2168,499 s s
17 0 0 n n 0 0 n n
56 0 0 n n 0 0 n n
54 0 0 n n 0 0 n n
44 0 2088,179 n n 12 2232,513 n n
7 9,9 997,05 n n 0 546,437 n n
16 0 5274183 n n 0 412,7129 n n
46 0 323,0543 n n 0 0 n n
22 0 0 n n 0 472,3247 n n
19 0 0 n n 0 0 n n
65 0 13331,06 s s 0 5045,234 s s
18 0 0 n n 0 288,1107 n n
37 0 0 n n 0 44,78939 n n
28 0 0 s n 0 186,1685 n n
66 0 7918,923 n n 0 1067,967 n S
60 0 34133,52 S n 0 12313.,76 n n
31 0 451,1162 n n 0 0 n n
20 0 0 n n 0 0 n n
53 0 157,8031 n n 0 74,20655 n n
32 0 0 s n 0 0 n n
71 0 0 S n 0 0 n n
36 0 1101,591 S n 0 329,484 n n
72 0 135,2313 n s 0 0 n n
49 0 0 n n 0 0 n n
35 0 0 n n 0 0 n n
42 0 286,2595 n n 0 0 n n
55 0 37,66869 n n 0 0 n n
24 0 0 n n 35 0 n n
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Apéndice 6: Artigo publicado

ELSEVIER

HHV-6: Clinical and Laboratory Investigations and Correlations With
Encephalitis in Liver Transplant Recipients

G.5. Megalhaes, AG. Guardia, AM. Sampaio, LF.5.F. Boin, and R.5.B. Stucchi

AESTRACT

Objective.  Human herpesvirus (HHY) 6 infections and reactivaion are emerging faciors
im mewrology. This swdy aimed w verify the presence of encephalins associaed with
HHV-4 positivity by antigenemia or polymerase chain reaction (FCR) in liver cransplam
Tecipicns.

Methods. We analyeoed the medical reconds and lshorawory resubis of 20 recipiems with
antigenemia or a positive PCE for HHV-6. The range of the vansplamation daes was
Semember 2006 w March 2000 the period of the medscal records was from the dawe of
ransplantation w1 year thereafier. Encephalitis was diagnosed by these sympuoms: fever,
mening. signs, seizures, dvsphasia, visual and hearing impairment, or sensory and maotion
alerations. “Possible encephalitis™ was considered when the padens had an lesst 2 of the
symproms. PCR or amtigenemia for HHY-6 was no performed with cenral nenvouws fluid.
The correlation berween HHY-6 infection and encephalits was evaluaced with the use of
descripiive sunistical wess.

Rezufts. Svmpioms asseciated with encephaling ooccurred in 720, padems (35% ) 520
with fever and 4,20 with menal confusion. Involunmry movements wene present in 1 case.
The sympoms appeaned with in the frst 10 days in &20 patiems and lasied for 1 vear.
Conclusions.  This susdy showed thar sympioms associared with encephalitis cooarred in
a considerable number of patients with positive PCR and/or amigenemia for HHY-6 afier
liwer wansplanuason. This correlaion needs revrespectic and prospective sedies w
determine the specific associaton.

eTpesyinus reactivalion & a common oocurrence after

fiver transplantation. Cytomegalovims (CMY) and
buman herpesvirus (HHV) & infections can canse ssvere
discases in these recipients.” ™ Heactivation of endogenous
latent viruses in adult solid organ transplant recipients,
ooour freguently, with reported infection rales af 39—
50%.*7 Mosi patients appear io have asymptomatic virl
reactivation. (linical syndromes have been described with
HHY¥.4, including a CMVY-negative viral syndrome with
hepatitis, encephalilis, and or pneumanitis.®?

Frimary infection with HHV.G is umcommon in adult
sofid organ transplant recipienis.’ Most episodes of
HHY4 infection represent reactivation of ient vires
HHY.4 is an emerging pathogen in neurologic injuries. In
adulis it has been assecialed with disorders such as multiple
sclerasis,” temporal lobe epilepey,™ and encephalitis, es-
pecially in immunocompelent patients.’*** The present

& 2013 by Elzowior inc. Al reseried.
300 Park Avorus South, Mow Yok, MY 1001 0-1T10

Transpigniation Frocoodings, £5, 10071000 [2013)

study analyred the presence of encephaliis among liver
transplant recipients for associations with HHV.6 positivity
by anligenemia ar polymermse chain reaction (PCR).

METHODS

This plesradonal, analynic, and cross-sasoomal revrcapeciies sudy
Incluged X sduh Iver ransplan grafed brom Sepiemboer 2008 o
Mizrch 2000 We amlywred el medical reoonds and kbomory
resuls. AN reciplenis in this sudy wers posddee Tor BHIHY-E aoooeding:
w2 PCR or andgesemia The pedenss sined informed conseos: for e
oliecon of Blood samples and sulssquent anahesh; he sy was
pproved by our Heseanch Fihkes Commine:.

From tha Facully of Medical Sdance, Stxla Unkarsity of
Campinas, Campinas, Brazil

Adkdrs mpint mauests 10 Faquel Sivan Bsdo Stuochi, Rua
Prinoosa hOasia, 12562, ap 71, Jandim Pamno CEP 139000040,
Campinas—ER, Brxl. E-malk stuochLragquaiisormall oomi

0041-1385_s0a front mabiar
hitpefit dolorgt 0.1 0] ransprocoad 201301005

10ar
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All patesss hod endergone prophylaxs Sor herpes simplex
infection wih 200 mg acycovir tedce a day Sor 60 da Al
peciplents showed 10 positviny Tor (MY before prassplaniion;
Uhere was mo peciplem serology for HHV-G beforee ra

All donors were serologically posicve for CMY bur 4K ool ke
MY serology resulis. AD patlenss underwes smndaed immuso-

suppresshee therapy based on our promol.

Clinical Definitions

Encephalivs was charscwrtesd by confision, shon-erm memory
I, mal sebures. Brain bmaging may bove been abnormal with
halimark changes bn the medial iempoml obes™ Our prowdol,
ooidered encephalivk when the following sympacdans Were pres-
en [ever, meningeal, sigox confusion, seimres, language, visl
and or hearing impalrmess, andior sersary andooomion of
changes. The sympeomes were: fever [axdlhry body emperapere: o
TAC), m ke T meningeal spmpooms of malabe, wonivieg, seck
sUfness, or Hrudrinskd signs. menal oonlusion with
incomedsiem and show undersonding, couding of comckenes,
disurhances of percepuion and memory, and discrisamtion i doe
and space; sebrupes; |anguage chasges of dysdalie, dyonbria. and
mplorst, vimm| chasges of diplopla, somoma, and acwered visal
aoudty, hearing aheratioss of risging, dnnine, and chasges In
soulty; serenry changes lmandle, theemal, and painful o and
atnormal movemens of pamlysk and Inmordinatosn ™ We
oovsidered patienrs who had =2 symmoms of the sbove cases as.of
“pussihle encepbalite”

Fosule were axpressed by desoripive stk of medians and
ranges. This sidy was approved by our Tssinmional Fihios Con-
miuee.

MAGAl HAFE, GUARDES, BAMPAID ET AL

RESULTS

The 20 transplant recipients | 13 men and 7 women) showed
a median age of 48 years (range. 12-67). The main
indication for the tansplant was hepatitis-C (HOW, 0 =T)
HCY and alohol (n = 4), cmholic lrer dsemse (n = 4],
primary biliary cirthass {n = ), and hepatitis Hvirus (n = 3).

s associaied with encephalitis ocourred in 7
patients (35%: 1, 2, 3, 7. £ 11, and 1£} 5, of whom displayed
fever and 4 confusicn. Invalwniary movements were present
in | case. Symptoms had appeared in the first W) days in &
subjjects and lasted | year. The dinical findings of the
paticnts s well as those considered “possible encephalitis™
are presented in Table 1.

DIEECUSSION

HHY.6 infection has been demanstrated to be common
amang liver transplant recipients, although clinical HEY-6
disease & mol. HHV.4S nfections have been dassified as
direct ar indirect efiecs, and encephalitis as a direct dinical
manifestation ™ Encephalopathy, a complication associ-
ated with the pressure of HHY.-6 ccourring 4-6 weeks afier
Iver transplantation, is camaclenzed by confusion, shori-
term memory s, and seiures. ™ - [n the present study,
the symptoms appeared with in the Grst 1 days in & patients
and in | at 15 days after transplantstion. Thirty-five percent
of our cohort displayed had sympioms assccialed with
encephalilis.

A recent study reparied a liver transplenl palienl who
displayed encephalitis associated with fever and the pres-
ence of HHV-& virl DMA in peripheral Blood.” All of cur

Tabis 1. Clinical Findings of Fatients Shiloed

Canm Ebology Symphorm Torrw: Mftmr LT Corsdien
1" HoW Confusion, fina tremor 0 daym 4 TENThS
1" HE Confusion, sersony chanoas T days 2 months
4 Mool Farear T days 1 mont
& HEn Fersar 14 cys 15 darys
1] HCNY Bl Farar H dym 1 mont
13 Mool Farear 5 dny= 1 mont
17 Mool Farear & days 1 weask
m HOW Farvar 21 days 0 days
™ HE Farwar, change hearing aculy T days 1 ysar
ar HCNY B ool Farsar, mantal confusion T days 2 monhs
3" HOV Boohol Favar, mantal confusion, ypoionia & days 5 mohs
4 HOW Farvar, upper Imbs weaknoes 7 days 1 monm
1 HOW Farar, worming, framon 15 days 3 Wi,
& FEC Ho sympioms - —
10 HOW Mo symplo s - -
12 Aioohol Mo Symplons - -
14 HOW o symplo s — —
15 PEC Mo symplome — —
18 HOu/Aioohol Mo symplo s — -
19 HOW Mo symplo s — —
T ofiee LT; Appasrsrce of humen berpeins & wpmy e few [ HEN, bapaiiin B wra; HOV, Bepatin T vins; PB0m prmery Sl
*Patiarrty wit* arcephaita.
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HHY¥-& AND EMCEFHALITES 1IN UVER THAMSPLANTATION

patients were positive for HEY-6 antigenemia or MCRE, but
only 57 with symploms of with encephalitis showed fever.

Humar et al failed 1o cbserre a significant association
between HEW-6 infection and neurclogic ilnesses™ Chr
resulis may have been diferent because of the meurntro-
pim between HHWY-6 wariants. HHY.-S i composed af 2
varianiz HHV-6A and HHV-GE. The more newrotrapic
varianl A has been implicaled mainly in newrologic dis-
cases. ™ Anciher study has suggesied that the charactieris-
tics of HHY-6 encephalils were different between HHYAS
encephalitis al the time of primary infecticn and reactia-
tico in a transplant recipient. ™

We did not kmow the HHY-G serology stalus of owr
sugjecis, an important limitation of the present study, The
reviewed medical records contzined no information about
the imporiant or examimations for HHVSG Igls or Ighd;
including magmetic resonance imaging and cerehrospinal
fluid amalysis, reported in earlier siudies 1o be essential o
canfirm the diagnosis of encephalitis. Moreover, the symp-
tom “fever” considered in cur sindy. It is of low specificity,
being a common finding in many circumstances.

In conclusion, we observed symptoms assodated with
encephalitis to ocourr among a considerable number of
patients (720} who, acconding to FCH andor antigenemia,
were posilive for HHY G after Iiver transplantation. Hioe-
ever, because il was a relrospeciive analysis, important
exzminations had not been performed for diagmostic con-
firmation of encephalitis associsled with HHY.A
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Apéndice 7: Artigo publicado
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Human herpesvirus 6 in donor biopsies associated with the inddence of
clinical cytomegalovirus disease and hepatitis C virus recurrence
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1. It wc thon

Hep anvinu s MEAEVATION 5 3 OOITEMGN o Curmence after Mwer
transplantason, and oymmegaovines (M) and human henpes-
wine & [(HHV-6) infartons cuse sever discases in these

redpins. Saonegaive redpims of bver allogais from OAV-
% el T nors are 2t nisk of CWY disease Seonndany indecmon

by reacrearion or supeninfaoon may akso kead o CWY diceace
during immuon csuppessan,® and HHV-S reactivaies fom Lency
during the first pos-mansp lantmonths, offen togather with OV
indecatian 4

These winnoes are dascfied in the B-herpsswinus fmily.
Indection oooars n childhood and then sobsequentily nesolts in

* Commpondiog sathor. Tel- 5% 19 321 05302 i i35 19280 157
Lo’ addrna. =
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Bide-Jorgr Latency, such that e semp evalen oo rae inaduls is ower
L™ Therefore, in adult solid organ mansplant recplens,
reacivaton of endogenous LNt WRISES SESMS 1D SOOOT Wery
frequenthy, with repornted infection rares of 30507 " Both winses
@n camse several human disesses eifer a5 a4 consequence of
reiniscrion or reacswarion of Lent infsoson 1Y DAV is rao-
wated d wring peniods of strees and optold ne release, which hap pens
in bwer mansplant recipents, whensn the phanmacobogic-ind noed
formypas mrrvezan o e BmUmIom e nes pornse hoendogenos] y reactivated”
or "algpraft-mansmited” 04V kads o lebrile and tissoe invasi e
disazex' ¥ HHW.E mactivaion and infecdons after lner
mansplan@iion are aspmpromadc, Athough Se rsk Qoors ane
ot ooim ety defined. IMom ehedes, ol nicall 5 wn dromes hane been
assocated with HHV-S indeoon affer Bwer transplantaion, and
ghese hawe been classfied aither 25 dired or indiract oo’ oo
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AL ardn ol Wt ot jhomal of nfinctoo Eienaee T (AT | a2 i

O imrhicests can sed by HOW has emenged asa beading ndication for
Wwer transplantation'® The recorrence of the diseame after
s plan@tion soniversal andman y oors havee been associaed
wath it, induding CMV infection ' The imeraction benwesn
herpeswinuses and HOV has been poposed to be dinbcally
impor@nt in HOV-indeatad lver mansp lantrecpiens, ! i ndu ding
imore: sesere fonms of HOW reconmence. Farents wi s HOV in feotion
hawe been shown 1o be mone susospeble o indsmons Sar ae
azsodated with defects in celllemed iafed o nity, such as CIW
amnd fungal infections 18-

Dur stody anabyzed the presenosof WV DNA and HH VS DA
i e ibopes s nom the don or pat ens coll aceed 2 bench s orgey
and from the post-trans planted and comelawd Shese
winses with the ooounence of CWY disease and HOV recunence.

Z Patiens and meethoed s

During the penicd Rnoany 2005 o Decomber 2007, 2 total of
41 1iwer transp Lant pas en =, transp Lnted at the Liver Tansplans
Unit, Chnical Hospital of the Sate Unbnersity in Campinas
(Unicamp ), were enrofled in this stody. This was an obsena-
rional, analytic, kongitudinal cohort and prospecrine shudy. The
ol howvin T patients wene sxduded from the soody: ohibldren and
cazes of fulminant hepaitis, remans plantation, or death ooour-
ring durning the first monsh afiter iransplanoiion. The £1 patients
who were emmolled met ihe l'ﬂlmuhg imduskon onitenia: (1)
surdval in Se o rhod for =1 mondh; ()
hcl:.rmh'uleuﬂtlhrruﬂpqpnﬂ'nuqimm =}
sufficient Mwer biopsy samples for DA wnos analysis by nested
PR method

The firer Breer biops 3 was aollaced fromithe organ arthebench
bedore transplantason (pre-gansplant graf biopsy) The omer
Rrwer post-mancplant graft biopsies) were collaced
during e Ssmonth perioed afer transplantation and  when
climically indicared (dos o devaed e sreyme ez Al
sampbes were formalindized and paraffin-embedded onsl the
moment of analysis. They wene analyred by nestad POR for O
DA and HHV-6 DNA Liver Dop sies wens also man inoeed for
recunment HOV.

Al patiens included in this stody had been given propinylasis
fior herpes simplex infection with 200 mg of acpclowir tedce aday
for 60 days The pareens wath CWMV disease wers meaed
intrasenon sty with gancidowir 5 mafcg teice a day for 2 wesks

All recipisns and donors had pocitieiny for CAW kG befor
mmmsplanation and Siere was no seology for HHVS befor
s plainm T,

Al pariens underwent cland Hal shwe therapy
hhased on cal cinewrin inbd bitors: cyclosponine A [ CyA; 4 2 mgfkg)
and FIKS06 (01 mafg) and senokds ontll ghe 1207 day after the
tmnsplang, with rapering and wirhdrawal The inigal CyA blood
Bewed vy as 200200 g/ mil in the first 3 months and then 1 50-250
ng)mil for 3 fonther month The FKS0S blond beved noed was 2
12 nziml in the firse 3 months and 5- 10n g mi for 2 furser monsh

Z1. Cluical defininhos

Hepatis s C reomrmence and disease severiny were dassified with
2 METAVIR 5come ™ Al HOV Brver tansplant patien s had HOVRMA
desecied in e serum by oomeenmional mokeonl ar methods o
v mansplantas on® 45 wee anal yzed the presence of WV DA
and HHV-6DN A Inthe same biopsies that wene d iagnosed with the
recunrence of HOV after tran splantaon.

OV disease was defined acconding © previousty published
ariteria® and reguirad the prssnce of cinical SYMEToMS 2000
jpanied by the detecrion or kolation of DMV in biood by wirological

mests andbor histological detecson in @ biops y specimen.

-]
2.2 Modsruber fiegu e teshing

Wiral DA was eximohed from the Bver biopsies using the
Qiagen Tiseue Mir (Biotermodogia Brasil, TP, Brazl ) in accodance
with the manofachorers nsuchions, with some modifications
performead in our services, and final slotion solomes of 20l

2.2 MV and HEVCS mesed PCR ampiifoeden

Frve microliers of swmacted DMA were used for the nesed POR
for TV and HHWV. a & specifi cprimersfior
TNV [ OBV primers; Inwimogen, 530 I’.I.lﬁ,linl:l,h!rl'lerﬂcl'l'lqm
previously desoribed, with some modificasion =™ =7 and specific
prmers for HHV-6 [ HHV-& primers; Invitrogen, 530 Pauls, Braxl),
by the mﬂmuﬂlmemnﬂ’tmg

mmmmm auTon 3 Pelger Thesmal Cyder
(] Rewegnch, 'Waltham, BMA UEA) The nesed POR pood oo s
analyzed under UV ight afier cleozoph arests in agamss gl (Gibco-
BIRL Ll Technology, Carishad, CA, USA) | n Tris—ethylen sdiam inste-
iraacetic ackd bufler { THR ) stained with ethidiom bromide

Al primer sequencesand POR products wese anabyzed osin g the
=nBank in =l aingg the smody. POR wethprimersfor
berasgiohin gene ampl fication was pedonmed on the samples mo
dete possibl e false-negatve nesolis, wihich wene not incloded in
this sty =

2.4 Sresoriqgl aushpokc

The waniables were compared with non-paramemc hess
[(Gamma oorrelation and Ohl - guarne test or FAshers exac festl
FFoor all hests, e 005 was constdered staricrically signeficant

This study was appewed by the Insgarkonal Evhics Commines
of the Faoolny of Medical Toéences, Unicamp (OBP nomber 020)
ZiO0E)

IFoirT o & tran Splant recip ben s weene 5 mod bed (32 men and nine
women) with 3 median age of 48 (range 18-67) years. The masn
indication for she fransplant was HCV (16 paients) other
Amndicamions were BOV and akoohol in 12, aypiopen i cnrhosts @n
Tean, Wilton's digeaoe I one abooholic ver diosase I Sinee,
amodmumon e hepadils inofeeo, primany bilary crrhosis inoone,
prmary sdencsing chol angitis in one, and hepatitis doe o the
hepaints B winos in thres

31, CMV DNA smd HH-5 DMA b dher biopsles

Four patents (SET) were posithes for MV DNA in pre-
mransplamt graf beopsies. After mansplngoion three of them
remained positive in e postdransplant graft bboges b From the
3T negarive | pre-iran splant gralt hiopckes jonl y 11 became positive
[ Tahls 1} in post<transp Lant praft hiopskes (p =005; Rshers exac
text; Tahle 2}

Fieen patients (366T) were positve for HHV.G I:Hl'l in  pr=-
wran splan padt hiopsies,and 11 of these |
in post-trans plant gralt hiops e o the 76 negat e pa.l:n:.. 11
Becamepasioes [ Table 1) forthis wins 2fer S etran splanstion. The
pamien= who wene posiove for HHWS DMA n the amsplant
graft hiopeoy hada rendency (p = 0L05; Fisher s s ner; Tahle 2)no
remain pos igve in the postaran splant graft biopsies.

3.7 Herpesvinus dofecton and CMV dineese

WV disease oorummed @n 17 of the 41 bver transplantason
paberns (4155 ) and ﬂ:jmrenﬂrﬂdm;;atﬂnt.md]
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® Pt cempaE ot oy e g W
" MY chawar: clmcsl d sssen &esiad wik b gaaccions.
by T of & vy s e LN Esson,

* Famen WelE SEnpETed du o hepass .

the 17 racipients had OAV DMA in pre-saneplan praft biops s
and one remainsd positive @n e poct-mansplant graft bilopey.
Fram the 15 negaive panients, siv barame positiee after
transplantason (Table 1) We foond no significant diference in
tihe pepence of W DA LN pire-mrarep Lan graf bl opsies and poet-
traresplant gralt biopes for the panients who had TV dissace
[Takb= 2}

Ten of the 17 pagents who had OMV disease wem posinie in
jpregransplant gralt biopsies for HHV-6 DMA, of whom sesen
corminued positive afer tans planmunon. From the seven negatve
in pre-mansplant gaft biopsies, four became positive ino post-
wranspilant graft bicpcees (Tabl= 1 and Tahls 3 ) This oempas son
showed 3 higher MV disease prevabence among pamkms wiho
wer posities for HHV-6 DNA than among patiens who wene

Tkt 2
CIVE DA, s DD B DA, 1 S ADEET T sad o s st
0 DA, (=41 | B8 DA, (=41
P snper e map i P~ xmplex o Enmpla”
4 Fomsw 3 Fomaive 15 Fomsw 1T Fowiswn
1 Mamaerer 4 Magsmve
I Megsty @ 11 Foscw 2 M ogatyw 11 Fowisn
2 Mgt 15 Mg

Fshe'y et Gt p=0ig

Fohar's ex xf Bt p=iis

T, cysmergalovema o B 8 humes bepacesn £
* P exnpe gra® oy & S bmd poondn e
* Priei cemplant gt bo ey - s e wm

o S by e G,
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A Jaordm e al e aiona’ umad of inframn Soeraen T6 (3002 ] A2 4T3 wlZ7

Table 3
Compa=aon of ¥ 0N & sad JBM-5 DA, =T O we OV dowrsw &% v conpEncson in= 17410 |
ChMEDNA R =171 | O & O [n= 17T
Fr-cxmpsax? Pox-cxnpaxt e caaEed Pox- canpaat
2 Pomt v 1 Pomivn 10 Fomewr 7 FomErn
1 M rmacyr 3 Mg o v
Fohe's rost faE pel I Ch-nepasrs, p= 002"
15 Megssrar & Fomenve T Mg 4 Fomena
M rgamyr 3 Magaivm

Chemuas, p=04247

Chn-sopusrw, p= 03 T2

M oy omegalovsn; M-S, ume e pevr .
4 Foe-Enapnf s Dopay- & Be bech procedee.

effecs % Dveralll, e inddence of HHV-S infeciimn afier liver
transplantason repaned in the literamre varkes from 143 toErE

Th sinl e al deteched 653 posivity for OV DNA in biood
samjples fmm liser transplanted patiens I1:|'|1ﬂ'|:|':lPl:Ii.'u

* Pmt-emmspat st Doy st Wi
" Seemarraly nagrEATEan
Table 4
Chmpa=son of (MY DMA md M-S DN pet-cenplnt” poeswey snoog
wih [
BCE Bt s e recpesiz (n=20 |
Bt HCF[n=12) Ao st HOW (n=18]
e DA
P 4 -
Mepaser ] g
Fohe's st foi p= 1. 0K
BOFE -5 O A
P 2 B
MEmET e 3 1o

Foha'y et fet p=0HEY

M oy omegaloveon; FIFE-S, B mus S pevr o 5 B0, hapates © v
? Poi-ewnpeE gt bDopey s the W
exbested snahayg o S b an
b mseaecaly ssmficas

negaive for HHV-E DMA in pre-tmnsplamt gaft biopsies
[jp= 0013; Chi-squane hes)

Twenty-foor reciplents did not hawe CMV disease and just five
were posithee in pe-trans plant graft blogsies for HHV-G DINAL

33, Herpesving iglectien and renoment bepariss O

In our shudy 28 | 62.37) of rhe patisnns wene tans planed doe to
hepasiss Cand 12( 42 97) of rhem had reconnence of the vines 2fter
the mansplant A METAVIR scom was applisd 1o all patients with
HCV ecurmence (Tabl= 1)

We observed thar four of the 12 (333%) patients with
recurrence had OMV DMA positivity in pos-transplant gaft
iopsies; we did not ven fy any comelaton betwesn the presence
of MV DMA in pos-mransplant graft biopoles and the ame
[woipe =g with HOW reconrence (o = 1,007 Fahers & test; Tble
4L

When we analyeed the oorrelafion betwesn the presence of
HH V-5 DA in jpos s-transplant graft biopsies and HOV moorence,
we found nine of the 12 (753 ) rediplents @ be posities in poss-
mansplant gaft biopskes, and six of the nine had already been
positive in predfransplant graft biopses (Table 1) Aer the
staistica analyses we obsenved that the nine paiones who wee
pasitive for she HHV-6 DNA deweloped more HOV reconmence
[jp= 0043; Fshers exac tes; Tahle 4)

4 Iviscuss lon

Zome presous shudies have suppessed that AV and HHV-5
infections are fraquent in biver tran splant red piens in our Liver
Transplant Unit (Uniampl®™@ 3 MV, HHV-E, and HHV-T
infectons are common affer Mwer transplantasion, and the
inmteracton of these winkes can inmeass their pathogenic

In our stody, the pesence of MV DMA was observed in 9853
and the presence of HHV-6 DNA in 3568 of pre-tran splant graf
biopsies. Wi could find no published dara o confirm thess dara
and nosimilar dag, b i & knowen that these wines = can hase an
imcidence ower BT (s enodogic staius [tﬁlahL'”'
The same resolls were dQined by Cos@ in Bozil™ This & an
impontant Gohor beraose the henpessinises can establish alaent
indection for the lifeime of the host and reacsisate Les?®

A recent shody canded oot in padents who ondersent bver
transplantagion at the Hospita de Ciinlcas, Sate University of
Campinas (Uniamp) showed OMV posithvity (IG) in 9473 of
paizms before mansplananion They ndaed the imporance of
senclogical | mvastigasons and diagnos B sxaminas ons hedore the
transplamtason procsdure, sesking o minimiee possible naova-
tion of the dissase after fe wee of Immunosoppessis drogs,
pantion Ly in the first & months afher transplantason, or even o
awoid 2 primary indeotion *

In or seod g, Mot bbofcies ramain ed positive 2fher mnsp Lata-
tian showin gus Sar the presence of CWVY DMA and HHV-E DMNAID
pre-mansplant grafth opces had 2 rendan oy 1o namain posities 2ter
the tonsplantaton. The Bregtore on Sssue wral bkad s mostly
liméted to MV and HH V-5, especiallyin relasan ro biopskes preand
Pt mran splan@tion. Howsser, in 2 smdy by Sebelowd e al, in
wihiich herpessinuses wene dsrecied in the all qgrait biopsies by PCR,
thie HIHW.5 DMA was the most commonly found. A qualitative gssue
PCR may akes dewea beent o chromesomally ineganed HHVS
sequences, not necessarilly an indicamr of acthe infecion, bur
pasitve imragraft HHV.E anSgens represent proedn synthests
Sug@Esing ha HHV-6 may persist in the aliograft in 2 manner
similar © i5 close reagee OWVYR® This confirms previous
smudies, Inwh kch paoentsw i pre-sransplant HH -6 evidence dso
shoverad HHV-5 anmigens in the post-mansplan qu:u:-:."'

Modoular assaws are the mos commonly osed Lbogtory
meghads o detect herpesvinus rectivagon and replicaton after
transplantason. Both quantitaive and qualiarive methods have
bzen deweloped to detect MYV DNA and HHV-S DINA In blood
samples, biopry and tissoe spacimens. The polymerase chain
reaction allows for ampificanion of reglons of e ganome to be
smdied from small amounts of DMNA and s thenedone 2 method of
choice for use in tiesoes fiosd in formalin and embedded in
paraffin™ Reseaxch in older nissoe samples preserved in paralfin
re:p.-:-.: thenseof prmers that generane products with fower hase
[pairs

Svenieen (41.53) of our 41 recipients developed the OMV
disease. Athough it is esnimated that 25% of all liver transplant
recipien s willdevelop DMV disease™ beraume of the Lackof a pre-

existing (WVespecific immonity, W Vesenonegaive rediplens of 2
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e allogait from CMV-seropositine donors [ MV D = B- hanear
the highest risk of MV diseate and s complicaticons 2544
Howeser, all pattents had CMY IgG positve sarology in e pre-
transplant peniod and none had a serological saims for HHVGE

Ten of the 17 reciplens who had CMV dissase showed HHV-S
DM A in pee-trans plant graft biopses and they continued positive
after ronsplantation, although e CMY DNA in pre-transplant
graft biopsies did mot have a significant mlationship with AV
digeage

Rrzgerald etal demonsmaed thatthe WV serologic sanos of
the donor and redpéent are the most important faciors in
detemining e dewvelopment of sever MV dissase and
consequently the downsiream affect on the Fansplaned argan ™

Ther was 2 staticrically sipnificant diffensn oe in the pressn o of
HHV-6 DNA in pre-mansplant graft biopsies berween recipbmnis
who showed and did not show CMY dis=ase afer bwver
transplartason (p- O0128) This indicates that 2 pe-trans plant
HHV-& infstion may be 2 risk Gonor for MV after manspl angoion,
Thiis is bevanse the indirect effecss d 1o HHV-5 inclods an
exacerhation of MV disese, an inoreased savedty of HOV
recnmence, andan increaeed risk of other op porminienic infecs ons,
aliograft dysfunction, and aome ceflular mjecion. & i very
commean 1o hase 2 high presalence of this winus in the population,
bt it presence and replication in the tissue can be intensif ed
after trans plantation and increass irs eepll cagon 7R

Mot of v jpatients haod an ind kcason for lver mansplant doe to
Iner cimhosis cused by HOV. The recomence of hepatitis C
ocoured in 12 of she 28 (4293) redpimns; nine of 12 (753)
showed HHV-5 DNA in postransplant gaft biopsess and cix of
these were posigve in pre-transplant graft biopsies . Thinythres
percent were posidse for MV DMA in pos-transplant graft
e

The recurmence of HOW is nearly universal and |eads fo chinonic
hepatigs in 20-40% of redpients after bver tran:splan oiion ™
Also, an imteracgon berwesn henpescines and HOWV has been
proposed to be ':-“:1? important in HOV-infected bwver
transplant redpients 454

Dur results damonsraed thar the pressnce of HHV-E DNA in
patierts  who HOV recomence  was  significant
(p=0043), diflering from Shose paients who did not hawe
HHV-5 DA in sheir post-mransplant graf biopsies; this sh d

jornaef

Dawrcrmry T8 [ A0T2) o[- 123

in dima dinial manifestations after lver transplantanion,
assnciations with indirect efeors preious by amnibuted to it have
e demonsrared <

In summary, most of Se reciplents with HHV-6 DNA in pe-
ransplant graft hiopckes remained positve 2fter tran splantarion,
showing a possible nisk for post-mansp lant aliogradt loss, because
ghere was an assooamon berwesn HHV-6 and mounent HOV and
MV disease Howeser, forther shodies are necessary o caridy
these dam@, espeoially HHV-6 i nfeotion in donor samples, which are
wellnownto hawea negative |Mpao on mansplant outoome This

sue B under imvestigaiion by our group.

Ak owled grmen s

We thank Sergio P. Maglhdes (State University o Campinas,
Brazl) fior help dn ourgin g the biopsl & an d rhank all members afthe
Diagnosts of Moloolar Infacton Dissase laboratory, Sae
Uniwersity of Campinas, STo Paolo, Brazil This soody was fonded

by CapesBrazdl This shody was approwed by the Inenitotional
[Eh s Cosmumintee o the Faculity of Medical Sosnces, Linicamp( OEP

o ey 0030 3005).
Comyfiinr of interecr: Mo conflkors of dnternsst to declane.

Raerences

1. Koo 5, Bas L Wral s
ey Trom o 2008 S I2-2- 11
2 S M, Wewmted T, Gy L Alapmer MM, de des M, Csccsdlls TV, of sl
gt erxizm
e 2 H:? 106 10,
1 Lessmachisge | Leppalsoss M, Lonsesrs §, S |, Socormtedt £ M
EE A Lt 7
= v Esmopiant petemiy. | Cln Wl 30 S Sapel 2SS T-81

4 Melsxeorsl Logany R, Gdcosm F, L temchisgs | D anmostsston of M '8
smfgEms = o of kdhey wWER oy
eferEon. Fonpd e XN TS E0-4.

3 Crerars ©, Mema MA, LInaom L log E Sexto N, Pumenls T, o =L A
Ty sy of e s e £ ool o
B ol B s p B r N

A Tenssshol Humes oo § exd G Sepesemn 7. I Empa DM,
Blavaley PM, G=iin B L 08, Maren M S, oo, 5 s 52, scheoes, Farich
Aoy, P ladeiph o P Sppowos W aad Wl X101 g 2 T

7. Rannshis B8, S=owwn B, Fumer A, Chvngeon § Alsrock T Pays OF, o2 a6l
Bl pe T s ona noaold ongen SEnap i EpaT e £ g =k of prmaey
i sy aiovem 3 d seswe. || e Da 3N CER2 10091 -8

A% A, AL, Cosrcks &, SEaerin B Boma CL, Chats 50, of sl

K L g T

[ humen hepmvwan-i, sd Gumne EEpesesurT noaduln

that Shess winees may facilitate HOV recunmence. Previoos
hawe showen Sia MY and HHV-G hawe imemuncmcdul oy
effeci, and have suggested mare rapid progresson of HOV in bver
transplant redpiens c-infecied with fis vines 554559 yever.
theless, inour shody the incdence of TV DMA was not significant
wihen companed 1o the HCW recanmence after liver mansplan @ion,
and there was aiso no asooiason with fibnoess sonre (p=04)

In another stody iwolving 65 lher transplantadan patesnts
with HOV indertion, no conrelation was obeerved barwesn HHV-G,
CAY, and BOV wral koad s aks sewene d egrees of fibrosis
and hepaints wene seen in padens wis DAV dismse and HHVES
indecticn ' Civen our small recorence goup, itwas perhaps not
passible o kdensfy an axsociation with the §brosts soone

‘We found that most of our patientswith recumence had HHV-&S
DMA This was abo found in the study by Singh et al, which
reported that HOVpogigve patenmts who developed HHVE
wiremia after Wwer trans plantation had an cadier recumencae and
a higher i binos b 5 oome opon IEEu.l'Hst nerurTenoe Wi en ooamjpaned
1o patiens without viremia. "™ Howeves, our shody shawed that
HHV-5 DMNA was already present in pre-tansplant gaf blopsies.

hronic KOV infedion doss not appear i cause henpesvin
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studiss tha herpeswimus infecgons bring abowut HOV nep lication,
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