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RESUMO

O cytomegalovirus humano (HCMV) e o herpesvirus humano 6 (HHV-6) sdo -herpesvirus
com homologia superior a 67% e alta soroprevaléncia na populacdo adulta. A infeccao
primaria por estes herpesvirus ocorre comumente na infancia e ¢ normalmente subclinica,
ou pode causar mononucleose (HCMV) ou exantema subito (HHV-6) sendo resolvidos na
maioria dos casos sem complicagdes. Apds a infeccdo primdria os virus permanecem no
hospedeiro por toda vida podendo ser reativado de seu estado de laténcia em individuos
adultos imunocomprometidos como os receptores de células tronco hematopoiéticas
(TCTH). A reativagdo ou reinfecgdo por estes virus causam serias complicacdes em
pacientes submetidos ao transplante de células tronco hematopoiéticas como pneumonia
intersticial, febre, gastroenterite, mielossupressao, encefalite e doenca do enxerto contra o
hospedeiro (GVHD). A reativagdo do HHV-6 apo6s o transplante ¢ associada com o
desenvolvimento de infec¢des oportunistas, doenca causada pelo citomegalovirus humano e
possiveis episodios de rejeicdo aguda. Com efetivos tratamentos antivirais disponiveis, um
monitoramento adequado destes virus distinguindo entre laténcia e reativagdo ¢ critico para

estes pacientes.

Monitoramos 30 pacientes submetidos a TCTH quanto a infec¢do ativa por HCMV e
HHV-6 pelas técnicas de nested-PCR em soro e celulas, PCR- em tempo real em soro e
celulas e transcricdo reversa acoplada a nestedPCR (RT-nPCR). 29 pacientes (96,66%)
apresentaram infec¢do ativa por HCMV sendo 21 pacientes (70%) pela nested-PCR em
células, 17 pacientes(56,66%) pela neste-PCR em soro ,23 pacientes(76,67%) pela PCR em
tempo real em células,19 pacientes (63,33%) pela PCR em tempo real em soro e 15
pacientes (53,3%) pela RT-nPCR. 25pacientes (83,33%) apresentaram infec¢do ativa por
HHV-6, sendo 14 pacientes (46,7%) pela nested-PCR em células, 2 pacientes(6,6%) pela
PCR em tempo real em células,23 pacientes (76,67%) %) pela PCR em tempo real em soro

e 9 pacientes (30%) pela RT-nPCR.
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Todos os pacientes que apresentaram infec¢do ativa por HCMV apresentaram também
presenga do HHV-6, e 25 pacientes (83,33%) apresentaram co-infec¢gdo HCMV/HHV-6,
sendo a infec¢do por HHV-6 precoce em relacio ao HCMV. O presente estudo encontrou
também associagdo entre infec¢do ativa por HCMV e doenca do enxerto contra o

hospedeiro.
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ABSTRACT

Human cytomegalovirus (HCMV) and human herpesvirus type 6 (HHV-6) are
B-herpesvirinae extremely closely related with a homology > 67% with a high
seroprevalence in the adult population. Primary infection commonly appears in early
childhood and is usually subclinical, or may cause mononucleosis (HCMV) or febrile
illness, including exanthema subitum (HHV-6), solving, in the majority of cases, without
complications. After primary infection, the viruses persist in the infected individual through
life and can be reactivated from their state of latency in immunocompromised hosts.
Reactivation or reinfection causes severe clinical diseases in patients who underwent
hematopoietic stem cell transplantation, like interstitial pneumonia, fever, gastroenteritis,
myelossupression, encephalitis and graft-versus-host-disease (GVHD). A potential increase
in virulence of HHV-6 in the course of a simultaneous CMV reactivation, leading to a great

risk of CMV-associated disease.

In this present study, 30 patients who received HSCT were monitoring for active HCMV
and HHV-6 infection by Nested PCR in serum and peripheral blood leukocytes (PBL)
samples, real time PCR in serum and PBL and RT-#PCR. In 29 patients (96,66%) active
HCMYV infection was detected: 21 patients (70%) by PBL nested-PCR, 17 patients
(56,66%) by serum neste-PCR, 23 patients(76,67%) by PBL real-time-PCR,19 patients
(63,33%) by serum real-time-PCR and 15 patients (53,3%) by RT-nPCR. In 25 patients
(83,33%) active HHV-6 infection was detected : 14 patients (46,7%) by PBL nested-PCR,
2 patients(6,6%) by PBL real time -PCR,23 patients (76,67%) by serum real time-PCR and
9 patients (30%) by RT-nPCR. In all patients who had active HCMV infection, HHV-6
DNA was detected.

25 patients (83,33) had HCMV/HHV-6 co-infection, and the active HHV-6 infection was

detected earlier in the majority of the cases.

Our results showed a correlation between GVHD and active HCMYV infection and detection

of active HCMYV infection by serum nested-PCR and PBL and serum real time-PCR.
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1.1- Citomegalovirus humano

O HCMV pertence a familia Herpesviridae, subfamilia Betaherpesvirinae e
género Cytomegalovirus. Ele possui ultra-estrutura semelhante a de outros Herpes virus,
sendo considerado o maior membro desta familia com didmetro final de
200nm(MUSTAFA, 1994; COSTA, 1999). E também conhecido como Herpes Virus
Humano tipo 5 (HHV-5) (MOCARSKI et al., 1990, BROWN & ABERNATHY, 1998). A
particula viral consiste de um capsideo icosaédrico de 110 nm de didmetro composto por
162 capsomeros, no interior do qual se encontra o nucleo de 64 nm de didmetro contendo o
material genético (DNA). O genoma do HCMV ¢ constituido por uma cadeia dupla de
DNA linear, com aproximadamente 240 Kpb (COSTA, 1999), possuindo mais de 200
ORFs. Quando desnaturadas, as fitas de DNA do HCMV tendem a se anelar e formar alga
indicativo de que as moléculas possuem dois pares de repeticdes invertidas que subdividem

0 genoma em um segmento grande, correspondente a uma Unica regiao (UL, 174 Kpb) que
esta inserida entre repeti¢des invertidas (IRL/ TRL) € um segmento pequeno (US), que ¢
uma seqiiéncia unica de 35,6 Kpb flanqueada por repeti¢des curtas invertidas (IRS/ TRS)

(RUGER, BORNKAMM & FLECKENSTEIN, 1984; SPECTOR et al., 1990).

1.1.1- Replicagdo do HCMV

O HCMYV apresenta replicacdo lenta no hospedeiro infectado, que pode se dar
por periodos prolongados e, apds, permanecer em estado latente. O virus, através de
receptores especificos na membrana celular, ¢ adsorvido e penetra no interior da célula por
fusdo de seu envelope com a membrana celular. Desnuda o capsideo no citoplasma e o

genoma viral inicia sua replicacdo no nucleo da célula.

A replicagdo viral comega, aproximadamente, 12 horas apds a infec¢ao e ocorre

em trés etapas interdependentes, denominadas precoce imediata, precoce ¢ tardia.

O periodo imediato ocorre entre 2 a 4 horas ap6s a infec¢do sendo caracterizado
pela transcricdo de segmentos especificos do genoma e pela produgdo de proteinas virais,

denominadas “immediate-early” (IE ou o), que sdo regulatorias e essenciais na transcri¢ao
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do DNA do virus para a fase seguinte da replicagdao. O periodo precoce tem duracao de 24
horas e sdo produzidas as proteinas “early” (E ou ) que também sdo regulatorias e com
funcdo enzimadtica essencial na replicagdo viral, a exemplo da DNA polimerase. Este
periodo ¢ caracterizado pela transcrigdo e replicagdo continua de grande parte do DNA
viral. O periodo tardio ocorre de 36 a 48 horas apos a infec¢ao e nele sdo sintetizadas as
proteinas “late” (L ou y) que s@o relacionadas a elementos estruturais do virus e nesta fase

ocorre a montagem e liberacdo de novos virions (RASMUSSEN, 1990).

S

5
nu“'

HCMV

Figura 1- Ciclo de replicagdo do HCMYV (http://utsouthwestern.edu/bresnahan.com)

1.1.2- Epidemiologia e infec¢ao

A infec¢do primaria pelo HCMV ¢ freqiientemente seguida por infecgdo
persistente e/ou recorrente. Na maioria dos casos, a infec¢do ¢ subclinica, porém, pacientes
imunossuprimidos como os submetidos a transplante de rins, figado, medula, coragdo,

portadores da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), aqueles submetidos a
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quimioterapia antineoplasica e criancas com infecgdes congénitas, a apresentacao clinica

pode ser grave e muitas vezes letal (Ho, 1990).

A infec¢do por HCMV ocorre em praticamente todo mundo, com prevaléncia
de 80-100% em populagdes de nivel socioecondmico baixo e variando de 40-60% em

populacdes de melhor nivel socioecondmico.

As principais fontes de infec¢do podem ser no periodo perinatal através do
canal do parto, leite materno, banco de leite e outra crianca contaminada (ex; bergarios,
creches,etc,), ou no periodo de maturidade sexual através de contato sexual. O HCMV pode
ser transmitido iatrogenicamente através de transfusdo sanguinea (SAYERS, 1992;), ou do
transplante de 6rgaos (RUBIN, 1990). O HCMYV ¢ o agente infeccioso mais freqiiente em
transplantados, afetando pelo menos dois tercos desses individuos, ndo importando se o
orgdo transplantado ¢ rim, medula 6ssea, figado, coracdo, coracdo-pulmao ou pancreas-rim.
Esta alta prevaléncia de infeccdo deve-se a capacidade do HCMV permanecer em laténcia
por longo periodo de tempo e de reativar-se em condigdes especiais, como o uso de terapia

imunossupressora (RUBIN,1990).

Ha trés padrdes epidemioldgicos da infeccdo por HCMV em receptores de
orgdos: infeccdo primaria, reativagdo da infeccdo pré-existente e reinfeccdo. A infeccao
primaria ocorre quando um individuo soronegativo para o0 HCMV se infecta com o virus
presente, na forma latente, em células de um doador soropositivo. A reativagdo viral ocorre
quando o receptor de transplante, previamente infectado pelo HCMV (soropositivo antes do
transplante), sofre reativacdo do virus latente apos o transplante. A reinfec¢do ocorre
quando um individuo soropositivo recebe um oOrgdo de um doador soropositivo
apresentando uma cepa do virus diferente daquela do doador e o virus ativado ¢ o

procedente do doador (GRUNDY, 1988).

1.1.3- HCMV e transplante de células tronco hematopoiéticas

Além das manifestagdes proprias da doenga viral, o HCMV parece ser
imunossupressor, ¢ a infeccdo por este agente foi considerada um fator de risco

independente para o desenvolvimento de superinfec¢des com patdgenos oportunistas
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(bactérias e outros virus), além da relevancia na participagdo do processo de rejeicdo aos
orgdos transplantados (HIBBERD & SNYDMAN, 1995; ROSEN, et al 1998;
MAYA & AZULAY, 2000). Dentre as complicacdes clinicas associadas a infec¢do pelo
HCMV estdo: pneumonia intersticial, doenca gastrointestinal, retinite, pancitopenia, febre,
demora na pega do enxerto e rejei¢do do enxerto entre os receptores de orgao solido

(WALTER & BOWDEN, 1995; LIUNGMAN, 1996).

1.2- HHV-6

O herpesvirus humano tipo 6 (HHV-6) foi isolado pela primeira vez em 1986,
por SALAHUDDIN et al 2002, de células mononucleares de sangue periférico de pacientes
com desordens proliferativas (LEACH et al., 2002, SASHIHARA et al.,, 2002,
TANIGUCHI et al) e de pessoas com sindrome da imunodeficiéncia adquirida

(BRAUN et al., 1997).

O HHV-6 pertence a familia Herpesviridae, subfamilia Betaherpesvirine e
género Roseolovirus. A particula viral é formada por um capsideo icosaédrico com 162
capsomeros, com diametro de aproximadamente 106nm, que € envolto por um envelope
lipoprotéico. A particula viral envelopada mede cerca de 180-200nm de didmetro
(SANTOS, 2000). O genoma do HHV-6 ¢ formado por uma dupla fita de DNA linear com
aproximadamente 160 kpb (LEVY, 1997). Seu genoma ¢ composto por uma regido central
U com cerca de 144 kpb e uma regido terminal DR com cerca de 9 kpb. As “open reading
frames” (ORFs) estdao localizadas na regido central. Por suas propriedades de conteudo
genético a antigenicidade,0 HHV-6, possui duas variantes diferentes HHV-6A ¢ HHV-6B,
que possuem 90% de similaridade da seqiiéncia nucleotidica. O HHV-6 A e o HHV-6B
possuem, respectivamente, 110 e 119 ORFs. As duas variantes diferem também nas
manifestagdes clinicas produzidas e epidemioldgica. A variante B implica na maioria dos
sintomas associados com do HHV-6, e a variante A tem sido associada com varios
sintomas neurologicos (RAZONABLE, 2002). A variante A tem mostrado grande
viruléncia com respeito a supressao, induzindo maturagdo de células precussoras da medula

e formacao de colonias (SINGH & CARRIGAN, 1996).
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1.2.1- Replicacdo do HHV-6

Ambas as variantes penetram na célula através de interagdo com o CD46
(Santoro et al, 1999), que esta presente na membrana de todas as células nucleadas e esta
fisiologicamente envolvido na regulacdo do complemento (Liszewski et al, 1991). Um
complexo de glicoproteinas (gH, gL e gQ) codificadas pelo HHV-6 servem como ligantes
ao CD46(Mori et al, 2003). Apds a ligagdo ao receptor o complexo de glicoproteinas media
a fusdo do envelope viral com a membrana celular e o nucleocapsideo ¢ transportado pelo
citoplasma (através de rede de microtubulos) para o complexo de poros nucleares onde o

DNA genomico viral € liberado para dentro do nucleoplasma.

O virus entdo utiliza o maquinario de transcricdo e traducdo celular para
produzir 3 classes de proteinas virais: IE (immediatly early ou imediatamente precoces)
(early ou precoce) e L (late ou tardia). As proteinas imediatamente precoces sao
sintetizadas poucas horas apos a infec¢do e regulam a expressdo de outros genes como 0s
genes precoces. As proteinas precoces estdo envolvidas no metabolismo do DNA e
replicagdo. As proteinas tardias sao freqiientemente glicosiladas e servem como

componentes de particulas virais maduras.
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Figura 2- Representacdo do ciclo de replicagio do HHV-6. De BOLLE, Clin Microbiol
Rev. 2005
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1.2.2- Epidemiologia e transmissao

O HHV-6 ¢ disseminado pelo mundo com diferencas geograficas em que a
prevaléncia varia de 70% a 100% (DesJardin et al, 2001). E geralmente adquirido entre os 6
e 15 meses de idade, com um periodo de incubagdo de uma a duas semanas. A infec¢ao
primaria por HHV-6 € responsavel por 20% de todos os casos de febre aguda em criancas
entre 6 e 12 meses de idade, exclusivamente causada pela variante B. A maioria das
infecgodes clinicas em individuos imunocompetentes sdo ,também,causadas pela variante B
e a variante A causa infec¢des em individuos imunossuprimidos e manifestagdes

neurologicas (Hall et al.,1998).

A freqiiente detec¢do do DNA do HHV-6 em saliva e tecido de glandulas
salivares (Di Luca et al, 1995) sugere que a saliva ¢ um veiculo de transmissdo tanto de
mae para filho quanto de crianga para crianca. A deteccdo do DNA viral em cordao
umbilical de recém-nascidos saudédveis e em auséncia de imunoglobulinas M (IgM) no soro

corroboram com a hipdtese de transmissao intra-uterina (Adams et al, 1998)

1.2.3- Manifestagoes clinicas

Em pacientes imunocompetentes esta associado as seguintes sindromes clinicas:
exantema subito (Roseola Infantum), sindrome febril, convulsdo febril, encefalite,
meningite, doencas desmielinizantes, sindrome da mononucleose, hepatite fulminante e
sindrome da fadiga cronica. Em pacientes imunossuprimidos, as manifestagcdes clinicas
podem ser: febre , erupgdes cutaneas , mielossupressdao, pneumonite intersticial, encefalite,
exacerbagdo da infec¢do e doenca causada pelo HCMV e na ocorréncia de outras infecgdes
oportunistas, como a doenga fungica invasiva, disfungdo alografica e rejei¢ao alografica ,

rejei¢do celular aguda (RAZONABLE & PAYA, 2002).

1.2.4- HHV-6 e transplante de células tronco hematopoiéticas

As manifestacdes clinicas mais freqiientes sdo: encefalite (MACLEAN, 2002;
BETHGE, 1999), seguida pela pneumonia (BUCHBINDER, 2000) e atraso na pega do
enxerto (ROSENFELD,1995). Ainda como um grande problema para os receptores de
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transplante de medula Ossea, estd o fato de que o HHV-6 ¢ suspeito de causar danos no
endotélio vascular desses pacientes e esse processo pode levar a microangiopatia
trombotica, que ¢ a maior complicagdo no transplante de medula Ossea
(TAKATSUKA, 2003; MATSUDA, 1999). A infec¢do pelo HHV-6 também tem sido
associada a supressao da medula 6ssea. Estudos sugerem que pacientes com infecgdao por
HHV-6 apresentam mielossupressdo com maior freqliéncia que aqueles sem infecgdo

(57% versus 6% respectivamente).

1.3- Diagnostico laboratorial

O diagndstico de infec¢gdo por HHV-6 ¢ HCMV pode ser feito através de

sorologia, reagdo em cadeia da polimerase (PCR), cultura viral e pesquisa de antigenemia.

1.3.1- Sorologia

O diagnostico sorologico ¢ confirmado pela presenga de anticorpos IgM
especificos no sangue ou aumento do titulo de IgG em 4 vezes ou mais ou pela
soroconversdo, porém em individuos imunocomprometidos este diagnostico tem valor
limitado, pois, a resposta [gM pode estar ausente ou resultar de reacdo sorologica cruzada
entre os betaherpesvirus ( HCMV ,HHV-6 e HHV-7). A deteccao dos anticorpos pode ser
feita por imunofluorescéncia indireta (IFI), ensaio de imunofluorescéncia anticomplemento

(EIAC) ou ensaio imunoenzimatico (Elisa), sendo este o método mais sensivel.

1.3.2- Cultura celular in vitro

E um método que realiza cultura viral em células de linhagem de linfocitos
originais para o HHV-6 e para demonstrar infec¢do ativa por HCMV ¢ necessaria a
inoculacdo do material suspeito em cultura de fibroblastos humanos, inica linhagem celular
que permite sua replicacdo “in vitro”.. O método é demorado, pois o crescimento viral &

lento, levando cerca de onze dias.
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1.3.3- Cultura “Shell-vial”

E um método mais rapido e especifico que a cultura celular “in vitro”, baseado
na ligacdo de anticorpos monoclonais contra proteinas IE do HCMV e do HHV-6. A
sensibilidade deste método varia de acordo com a técnica utilizada, que pode ser ELISA ou

Imunofluorescéncia.

1.3.4- Antigenemia

A pesquisa da antigenemia em leucdcitos do sangue periférico proporciona um
marcador precoce de infecg¢do ativa pelo HCMV e por HHV-6 e é um teste rapido. No caso
do HCMV,esse método depende do uso de anticorpos monoclonais que detectam o
antigeno viral pp65, uma proteina estrutural expressa nos leucocitos do sangue durante a
fase precoce do ciclo de replicagdo do HCMV,e detecta antigeno especifico do HHV-6.
Este teste ¢ limitado a deteccdo de antigenos virais nos leucocitos. O resultado é também
quantitativo, correlacionando a viremia com a gravidade da doenga clinica (LO et al, 1997,
NIUBO et al, 1996; THE et al, 1992). Porém, ¢ um método que apresenta como
desvantagens o curto espago de tempo em que a amostra deve ser processada (até 8 horas
apds a coleta) e a impossibilidade da realizagdo do exame em pacientes com grave

neutropenia em razao da baixa contagem de granulécitos (BOECKH & BOIVIN,1998) .

1.3.5- PCR- reag@o em cadeia da polimerase

A PCR ¢ um método rapido (4-6 h), especifico e extremamente sensivel. Seu
principal problema sdo os resultados falso-positivos resultantes da contaminagdo na
execucdo do teste. O aumento da especificidade e sensibilidade da PCR foram alcancados
pela “Nested-PCR”, em que o produto da primeira PCR, amplificada com um par de
“primers”, é submetido a nova reacdo de amplificacdo utilizando-se um par de “primers”
internos ao primeiro, sendo o produto entdo detectado por eletroforese em gel de

agarose.(BRYTTING, et al, 1991)
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1.3.6- PCR em tempo real (REAL-TIME PCR)

E provavel a associagdo entre a carga viral como marcador ou preditor para o
desenvolvimento de doenga o6rgdo-especifica pelo Citomegalovirus Humano (HCMYV)
(LIPSON et al., 1998; FERREIRA-GONZALEZ et al, 1999; SAI et al., 2000) e pelo
HHV-6, podendo ser este dado um fator importante para estabelecer o diagnodstico da

infecgdo produtiva e assim instituir o tratamento adequado.

A metodologia de PCR em tempo real de amplificacdo (Real-Time PCR), de
alta sensibilidade e precisdo, tem sido utilizada para a deteccdo e monitoramento da carga
viral. A sua sensibilidade e especificidade estdo diretamente relacionadas a escolha dos
“primers” e sondas, ¢ a precisdo ¢ determinada pela C; (threshold cycle), que é calculada
durante a fase exponencial da reagdo (CLEMENTI, 2000; NITSCHE et al., 1999;
NITSCHE et al., 2000).

O método ¢ baseado na detecgdo, ciclo apds ciclo, de produto de PCR
acumulado, sendo possivel pelas condi¢des de ciclagem, deteccao fluorescente e aplicagao
de um software especifico em um unico instrumento. Os resultados quantitativos sdo
obtidos logo apds o término da reacdo de amplificagdo. Os sistemas de deteccdo da
seqiiéncia mais usados incluem 2 tipos de reacdes quimicas SYBR® Green - o produto da
PCR pode ser quantificado em tempo real pelo uso de um marcador (“dye”) que se liga
somente a0 DNA dupla fita. Desta maneira, o produto da PCR dupla fita ¢ marcado
conforme vai sendo sintetizado e pode ser quantificado através de um fluorimetro; a
vantagem desta metodologia estd na ndo necessidade de uma sonda, e uma desvantagem
potencial ¢ a possibilidade de geragao de produtos inespecificos que podem gerar sinal

fluorescente.

Outro método, o TagMan® - utiliza um método de PCR com atividade nuclease
5’ para gerar o sinal fluorescente durante a PCR. Neste sistema, uma sonda ¢ usada com um
“reporter dye” e um “quencher dye” ligados. Durante a PCR, a sonda ¢ clivada pela
atividade nuclease 5’ da Taq DNA polimerase, separando o “reporter dye” do “quencher
dye”, gerando o sinal fluorescente seqiiéncia especifica, que é aumentado a cada ciclo. A
especificidade deste método ¢ maior, mas requer o uso de sondas especialmente feitas e

caras.
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Principalmente em pacientes imunocomprometidos, a PCR quantitativa tem
sido demonstrada auxiliar na determinacdo da gravidade de uma infeccdo e predicdo do
risco de um paciente desenvolver doenca por HCMV. A PCR Real-Time ¢ uma técnica
simples e produz resultados rapidos (ndo requer manuseio po6s-PCR), permite a
quantificagdo direta e precisa do produto da PCR (DNA e RNA), e ¢ potencialmente
apropriada para aplicacdo em rotina (NITSCHE A, et al., 1999; CLEMENTI, 2000).

1.3.7- Transcricao reversa acoplada a nested-PCR (RT- NESTED PCR)

A transcri¢do reversa acoplada a PCR ¢ outra técnica de biologia molecular que
vem sendo utilizada para a detec¢do da reativagao e monitorizagdo do HHV-6 (Bosch 2001,
Norton 1999) e do HCMV (Gozlan J., 1996, 1993). E uma metodologia aceita como padrio
ouro para diferenciagdo da infeccdo ativa e laténcia, muito utilizada em laboratérios de
pesquisa, porém ainda ndo utilizado em laboratdrios de diagndstico comerciais, devido a
facil degradagdo do RNA. Durante a replicagdo viral um pequeno nimero de genes ¢
transcrito, codificando proteinas que regulam sua expressdo. Estes genes podem ser
expressos na fase imediatamente precoce (IE), precoce (E) e tardia (L). Na fase
imediatamente precoce os genes sdo transcritos através de enzimas nucleares, os RNAs sdo
transportados para o citoplasma e sdo traduzidos; ocorre a produg¢do de proteinas
regulatorias que sdo transportadas para o nlcleo e que permitem ao virus ter controle da
sintese macromolecular da célula hospedeira. Os genes transcritos nessa fase podem ter
influéncia na expressao de outros genes virais, seus proprios genes e, possivelmente, genes
celulares. Apos esta fase inicia-se o periodo precoce que ¢ caracterizado pela replicacao do
DNA viral, produgdo de proteinas nas células infectadas e produgdo da progénie. Segue-se
entdo a fase tardia em que componentes estruturais ou de maturag@o dos virus produzidos e
o virus infectante ¢ eliminado da célula (MUSTAFA, 1994). A transcri¢ao de genes tardios
requerer ciclo litico completo indicando desta forma a replicagdo viral. A metodologia de
transcricdo reversa acoplada a PCR permite identificar genes tardios transcritos pelo
HCMV e pelo HHV-6 utilizados para suas replicacdes nas células do hospedeiro
(PRADEAU, 2006;) permitindo assim a identificacdo da infeccdo ativa. Estudos tém

indicado esta técnica como muito especifica e uma ferramenta clinica mais 1util que outras
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técnicas utilizadas, como o isolamento de virus e técnicas envolvendo o DNA, através da

PCR (Norton, 1999; Gozlan, 1992).

1.4- Estratégia utilizada na prevencao da infeccio ativa por HCMV E HHV-6

Medicamentos antivirais sao utilizados na profilaxia e tratamento da infeccao
ativa e doenga por HCMV em pacientes imunossuprimidos. Em individuos
imunocompetentes, a infec¢do normalmente ¢ controladada sem intervencao
medicamentosa. Os agentes utilizados para profilaxia ou terapia contra a infec¢do por
HCMV e/ou HHV-6 sdo: Imunoglobulina humana anti-HCMV, Aciclovir, Valaciclovir,
Ganciclovir, Valganciclovir, Foscarnet e Cidofovir. Duas diferentes estratégias terapéuticas
podem ser empregadas para combater a infec¢@o ativa pelo HCMV: profilaxia universal e a
terapia precoce (preemptive therapy) (Landolf, et al,2003) quando o risco de doenga por
HCMV ¢ alto (ex. pacientes transplantados).

1.4.1- Profilaxia universal

Na profilaxia universal, administram-se drogas antivirais a todos os pacientes
transplantados, independente dos resultados dos testes de investigacdo de viremia
(excluindo somente os doadores soronegativos com receptores negativos para o HCMV) .A
profilaxia com uso de ganciclovir p6s-TCTH do tipo alogénico em receptores soropositivos
foi significativamente eficaz em dois estudos realizados por Goodrich et al. e Broeck e
Bowden , mas falhou em um terceiro, de responsabilidade de Winston et al.,1993, em que a
redu¢do da mortalidade ndo foi atingida, provavelmente porque a neutropenia induzida pelo

ganciclovir acarretou infecgdes bacterianas e fingicas fatais.

Em conclusdo, a profilaxia antiviral pode ser util em alguns casos, mas ¢ uma
estratégia em que os pacientes sdo expostos a toxicidade da droga (mielossupressio e
toxicidade renal), possivel resisténcia antiviral e, ainda, ha risco de infec¢des tardias pelo

HCMV (EMERY,2001).
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1.4.2- Terapia precoce (PREEMPTIVE THERAPY)

O tratamento precoce foi descrito no inicio da década de 1990 (RUBIN, 1991),
como forma de reduzir o aparecimento da doenca provocada pelo HCMV. O tratamento
antiviral ¢ iniciado quando o HCMV ¢ detectado no sangue, qualquer outro liquido corporal
e lavado broncoalveolar em pacientes assintomaticos ou oligossintomaticos, usando

métodos sensiveis, como a PCR e a antigenemia (BONON,2004).

Geralmente, o uso precoce do ganciclovir exige que o0s pacientes sejam
monitorizados pelo menos uma vez por semana durante o periodo de risco maximo (até o
100° dia p6s-TCTH). A monitorizagcdo mais longa ¢ recomendada a pacientes com DECH,
pacientes submetidos a transplantes ndo relacionados e pacientes que tiveram reativagao

prévia pelo HCMV.

Dentre as vantagens da monitorizagdo da infeccdo ativa pelo HCMV e
consequente tratamento precoce, estd a reducdo do numero de pacientes expostos a
toxicidade dos medicamentos antivirais € diminuicdo do risco de resisténcia a drogas

antivirais, melhorando, assim, a relacao custo-beneficio (EINSELE,1995).

Na Unidade de Transplante de Medula Ossea da UNICAMP a estratégia de
tratamento utilizada ¢ a terapia precoce, sendo iniciada a partir dos resultados >1 célula
positiva pela antigenemia/3x10° leucocitos e/ou duas ou mais Nested-PCR positivas

consecutivas.

1.4.3- Medicamento utilizado no tratamento antiviral

O ganciclovir ¢ um nucleosideo sintético analogo da 2’-desoxiguanina, que
inibe a replicagdo dos herpes virus, tanto in vitro como in vivo. Seu nome quimico ¢
9-[2-hidroxi-1-(hidroximetil)-etoximetil] guanina, embora seja mais comumente conhecido

como dihidroxipropoximetil guanina (DHPG).

Nas células infectadas pelo HCMV, o ganciclovir ¢ inicialmente fosforilado a
ganciclovir monofosfato pela quinase protéica viral UL97. Depois de ocorrer a fosforilacao,

diversas quinases celulares produzem o ganciclovir trifosfato, o qual ¢ lentamente
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metabolizado no interior da célula. A atividade virustatica do ganciclovir ¢ devido a
inibi¢do da sintese do DNA viral por dois mecanismos: (a) inibi¢do competitiva da
incorporacao da desoxiguanosina trifosfato (DGTP) ao DNA pela DNA polimerase e (b) a
incorporagao do trifosfato de ganciclovir ao DNA viral causa um subseqiliente término ou

alongamento muito limitado do DNA viral.

O principal efeito adverso do ganciclovir é a neutropenia, que ocorre em
aproximadamente 30% dos pacientes em tratamento. Outros efeitos associados a droga sdo

mielossupressao e plaquetopenia (Conceicao, OJG, 2005; Pannutti CS, 2001).

A resisténcia do HCMV ao ganciclovir ¢ rara (aproximadamente 1%), mas deve
ser considerada em pacientes com resposta clinica repetidamente pobre ou com excregao
viral persistente durante o tratamento. O principal mecanismo de resisténcia ao ganciclovir
¢ a diminuicdo da capacidade de formar moléculas ativas de trifosfato. Resisténcia viral tem
sido descrita devido a mutagdo no gene UL97 do HCMV que controla a fosforilagdo do

ganciclovir e mutagdes na polimerase do DNA viral.

O Ganciclovir ndo € o tratamento de escolha para o HHV-6, pois, sua eficiéncia
contra este patdogeno ndo ser satisfatoria, porém, o acompanhamento e tratamento dos
pacientes receptores de transplante de células tronco hematopoieticas na Unidade de
Transplante de Medula Ossea da UNICAMP, é feito em relagio ao HCMV, o HHV-6 ndo é

monitorado na rotina deste servico.

Quadro 1- Posologia do ganciclovir — Dose padrao para o tratamento de doenga por

HCMV

Dose padrao para tratamento de doenca por HCMV

Terapia de inducdo: 5 mg/kg administrada por infusdo intravenosa a cada 12 horas por 21 dias.

Tratamento de manutencdo: 5 mg/kg administrada por infusdo intravenosa 3 vezes/semana até 12 doses.
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Quadro 2- Posologia do ganciclovir — Dose padrao para o tratamento de infeccao ativa

pelo HCMV

Dose padrao para tratamento de infeccao ativa pelo HCMV

Tratamento de inducdo: 5 mg/kg administrada por infusio intravenosa a cada 12 horas por 7 dias.

Tratamento de manutencdo: 5 mg/kg administrada por infusdo intravenosa 3 vezes/semana até 12 doses.

1.5- Transplante de células tronco hematopoieticas

O transplante de células tronco hematopoiéticas ¢ um procedimento terapéutico
muito util no tratamento de diversas doengas malignas e ndo-malignas, ¢ que tem sido

praticado intensamente ao longo dos ultimos 10 ou 15 anos.

Ha trés tipos de transplante de células tronco-hematopoiéticas: o alogénico, o
autdlogo e o singénico. No transplante alogénico as células tronco sdo retiradas de um
doador vivo, compativel, selecionado por testes de histocompatibilidade
(antigeno leucocitario humano-HLA), podendo ser identificado entre os familiares ou em
bancos de medula ossea. No transplante autdlogo, as células, que provem do proprio
paciente, sdo retiradas, armazenadas e reinfundidas apo6s o regime de condicionamento. O

transplante singé€nico ¢ o que ocorre entre gémeos univitelinos.

As atuais indicagdes para o transplante de células tronco hematopoiéticas

autdlogo e alogénico sdo:

Dentre as doencas linfoproliferativas: leucemia linféide aguda, leucemia
linféide cronica, mieloma multiplo, linfoma Nao-Hodgkin, linfoma folicular, linfoma
difuso de grandes células B, linfoma de células do manto e linfoma de Hodgkin. Entre as
malignidades mieloproliferativas estdo a leucemia mieldide aguda, leucemia mieldde
cronica e sindrome mielodisplasica. As condi¢des ndo-malignas em que o TCTH pode ser

empregado sdo a anemia aplastica, disturbios genéticos como a anemia falciforme e a
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talassemia, disturbios de imunodeficiéncia como a sindrome de Wiskott-Aldrich e

imunodeficiéncia combinada e doengas autoimunes como o lipus eritematoso sistémico.
O transplante envolve trés fases:

Fase pré-transplante: inicia-se no momento da indicagdo do tratamento e inclui

a selecao do doador, avaliagdes do receptor e doador, mobilizagdo, coleta, processamento e
armazenamento das células tronco hematopoiéticas, implante do cateter venoso central e

regime de condicionamento.

Transplante: ¢ o momento de infusdo das células tronco hematopoiéticas. O dia

de sua realizagdo € considerado o dia zero (DQ).

Fase pés-transplante: que se subdivide em imediato que inclui a fase de aplasia

medular, enxertia e vai até o dia +30; periodo mediato, que vai do dia +30 ao dia +100 e o

periodo tardio, apds o dia +100, quando podem ocorrer as complicagdes tardias ou cronicas.

A agressividade do processo de TCTH decorrente dos efeitos colaterais da
quimioterapia e radioterapia acarreta comprometimento multiplo de d6rgdos e tecidos e

depressdo imunologica.

Introdugdo

67



2- OBJETIVOS
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Identificar a infec¢do ativa pelo HCMV e pelo HHV-6 em pacientes que
receberam transplante de células tronco hematopoéticas (TCTH) através da

técnica de PCR em tempo real.

Identificar a infec¢do ativa pelo HCMV e pelo HHV-6 em pacientes que
receberam transplante células tronco hematopoéticas (TCTH) através da

técnica de transcri¢do reversa acoplada a PCR

Monitorar a carga viral dos herpesvirus HCMV e HHV-6 pés-transplate.

Monitorar a terapia antiviral instituida através da determinacdo da carga

viral.
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Foram estudados, prospectivamente, 30 pacientes submetidos a transplante de
células tronco hematopoiéticas (TCTH) do tipo alogénico em seguimento no Servi¢o de
Transplante de Medula Ossea do Hospital das Clinicas da UNICAMP. As coletas
iniciaram-se no dia do transplante (D@), seguindo, semanalmente, até 150 dias

pos-transplante.
3.1- Critérios utilizados para inclusdo dos pacientes no estudo
Foram utilizados os seguintes critérios para inclusdo dos pacientes no estudo:

* Pacientes submetidos a transplante de células tronco hematopoéticas do tipo

alogénico.

* Disponibilidade de amostras semanais de sangue dos receptores, no pré e
pos-transplante, adequadas para a realizagdio dos testes laboratoriais

(nested-PCR,PCR em tempo real e transcri¢do reversa);

* Sobrevida de, pelo menos, 4 semanas poOs transplante de células tronco

hematopoéticas.

3.1.1- Protocolo de acompanhamento para a realizagdo das coletas

Durante o periodo do estudo, o protocolo de acompanhamento para a realizagao

das coletas de sangue periférico foi o seguinte:

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

receptor

* Coletas semanais subseqiientes foram realizadas no receptor a partir do dia +7

até o dia +150 apos o transplante, até o dbito ou até a perda do enxerto;

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

HEMOCENTRO/UNICAMP, pela equipe de enfermagem especializada;
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* As amostras foram enviadas ao Laboratorio de Diagnéstico de Doengas
Infecciosas por Técnicas de Biologia Molecular/FCM/UNICAMP,
imediatamente apds a coleta, onde foram realizados os testes de nested PCR,

PCR em tempo real e transcri¢ao reversa acoplada a PCR.

3.1.2- Critérios utilizados para defini¢do da infecc¢do ativa por HCMV e POR HHV-6

A presenca de pelo menos um dos resultados abaixo foi considerada indicativa

de infeccdo ativa por HCMV e/ou HHV-6:

* Nested PCR em sangue para HCMYV - duas ou mais reagdes positivas,

consecutivas (EINSELE et al, 1995).
* Nested PCR em soro- uma amplificagdo positiva

e Transcricio reversa acoplada a PCR- uma amplificagdo positiva por

RT-PCR (Gozlan et al, 1992)

* PCR em tempo real em sangue — carga viral maior ou igual ao ponto de
corte. Para 0o HCMV o ponto de corte foi estabelecido neste estudo, para o

HHV-6 foi utilizado valor da literatura (ARITAKI, et al, 2001)

* PCR em tempo real em soro- deteccdo da carga viral do HCMV (TANAKA,
2002) e/ou do HHV-6 (YAMANE, 2006) em pelo menos uma amostra.

3.1.3- Critérios utilizados para defini¢do de doengca por HCMV

Para caracterizagdo de doenca por HCMV, além das evidéncias laboratoriais de
infeccdo ativa citadas acima, fez-se necessaria a presenga de manifestacdes clinicas
compativeis com aquelas sabidamente causadas pelo HCMV (LJUNGMAN & PLOTKIN,
1995; LIUNGMAN et al, 2002):

Casuistica e Métodos

76



* Pneumonia (HCMYV-IP) - a presenga de sinais e/ou sintomas de doenga
pulmonar combinado com a deteccio do HCMV em lavado bronquio-
alveolar ou bidpsia de pulmdo. A deteccdo deverd ser realizada por cultura
celular, testes histopatologicos, analise imunohistoquimica ou hibridiza¢ao

in situ.

* Doenca Gastrointestinal (HCMV-TGI) - sintomas gastrointestinais (colite,
gastrite ou esofagite) associados com histologia ou imunohistoquimica
positiva para HCMV de bidpsias de lesdes macroscopicas do tracto

gastrointestinal;

* Hepatite - O virus devera ser demonstrado em biopsias hepaticas (por cultura,

imunohistoquimica, hibridizacao “in sifu” ou PCR) em combina¢do com:

- Aumento de pelo menos duas vezes o valor mdximo normal de alanina-amino-

transferase (ALT);
- Achados histopatolégicos consistentes com hepatite ou colangite;

* Doencas Neurologicas - Sintomas como encefalite, mielite transversa ou
outros sinais de doenca difusa do sistema nervoso central juntamente com a
detec¢do de HCMV em fluido cerebroespinhal por PCR, por cultura ou

deteccao do antigeno;

* Retinite - lesdes oftalmoldgicas tipicas, com ou sem provas viroldgicas,
diagnosticadas pelo exame de fundo de olho, realizado pelo oftalmologista,
com presencga de retinite necrotizante com infiltrado branco algodonoso, areas

de hemorragia e irite e vitrite minima (PANUTTI et al, 1996).

3.1.4- Critérios utilizados para caracterizar provavel doenga por HHV-6

A exata caracterizagdo de doenca por HHV-6 ¢ dificil de ser determinada pela
dificuldade de isolar o HHV-6 como o agente causador das manifestagdes. Alguns topicos
foram avaliados para possivel identificagdo da doenca segundo estudo feito pod

SASHIHARA et al (2002), j4 que também a investigacdo deste patdogeno ndo ¢ feita
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rotineiramente no Servi¢o de Transplante de Medula Ossea do Hospital das Clinicas da

UNICAMP.

 viremia por HHV-6 pos transplante associado a febre alta (> 38°C), rash
cutaneo ndo especifico, supressdo medular, pneumonite intesticial e sintomas
como encefalite, mielite transversa ou outros sinais de doenca difusa do

sistema nervoso central , excluindo manifestagoes associadas a outros virus.

3.1.5- Recorréncia da infecgdo ativa por HCMV ou HHV-6

Recorréncia da infecgdo ativa ¢ definida como um novo diagnostico da infecgao
pelos testes de RT-PCR e/ou PCR em um paciente que ja teve infec¢do ativa e a
negativacdo da mesma previamente documentada. A recorréncia pode ser resultado de uma

reativacao de virus latente ou de uma reinfecgao.

3.2- Coletas de sangue

Foram coletados de cada paciente, 15 ml de sangue em tubos com EDTA
(acido etileno-diaminotetracético) e 5 ml em tubo seco no periodo citado anteriormente.
Foram efetuadas para a PCR em tempo real analise de sangue e soro para uma andlise
comparativa de eficiéncia e sensibilidade. As amostras foram coletadas durante o periodo
de internacio na Enfermaria de Transplante de Medula Ossea do HC/Unicamp e durante os
retornos dos pacientes ao Ambulatorio de Transfusdo e Quimioterapia do
Hemocentro/Unicamp, pela equipe de enfermagem especializada. As amostras foram
mantidas em gelo e levadas imediatamente para o laboratério de Diagndstico de Moléstias

Infecciosas por Técnicas de Biologia Molecular para a realizagdo dos exames.

3.2.1- Extracdo de DNA de leucécitos para detecgdo do HHV-6 e do HCMV

Foram centrifugados a 3500rpm por 10 minutos para separagao do plasma, o
qual sera descartado, Sml de sangue total em tubo com anticoagulante EDTA. Seguiu-se a

lise dos eritrocitos através da adi¢ao das solucdes de cloreto de amonio (NH4CL), a
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0,0114 M e bicarbonato de amoénio (NHsHCOs3), 0,01M e subseqiiente centrifugacdo a
3500rpm por 15 minutos.O sobrenadante foi removido, e o precipitado de leucocitos lisado
em solucdo TKMI1 (Tris-HCL 10mM (pH 7,6), KCL 10mM; MgCl, 10 mM e EDTA
20 mM) e 2 gotas de Triton X-100 (Nuclear) seguido de centrifugacdo a 3500 rpm por
10 minutos. Seguiu-se uma segunda lavagem com somente a solu¢do de TKM1 seguindo o
mesmo procedimento de centrifugacdo. O sobrenadante foi descartado, e o pellet
ressuspendido com a solucdo TKM2 (0,8ml da solucdo contendo Tris-HCL 10mM
(pH=7,6); KCL 10mM; NaCl 0,4 M; MgCl, 10mM; EDTA 2mM; 0,025ml de duodecil
sulfato de sodio (SDS) 20%). Em seguida o material foi incubado durante por 15 minutos a
temperatura de 56°C. Apds este periodo foi adicionado 0,3 ml de NaCl 5M, e realizada
centrifugacdo a 3500rpm por 10 minutos. Nesta etapa, o precipitado foi descartado e o
sobrenadante transferido par um tubo estéril. Ao sobrenadante foram adicionados 6 ml de
etanol absoluto gelado (EtOH), para ocorrer a precipitagdo do DNA. O DNA precipitado

foi transferido para um tubo estéril e incubado a 37°C em banho-maria para secagem.

3.2.2- Extracdo de DNA de soro para detec¢ao do HHV-6 e do HCMV

O tubo seco com 5ml de sangue foi centrifugado a 3200 rpm por 15 minutos

para separacao do soro.

A 20ul do soro dos pacientes foi adicionado 180 pl de uma solugdo contendo
Tampao TNE (10 mM Tris-HCl 1M pH= &, 10 mM NaCl 5M, 10 mM EDTA 0,5 M),
Proteinase K (10mg/ml) ¢ SDS 10% seguindo-se incubagdo em banho maria a 56°C por
30 minuto. Em seguida foram adicionados 200 ul de fenol e as amostras foram
homogeneizadas em vortex por 15 segundos aproximadamente, e centrifugadas por
3 minutos a 12000 g. Cerca de 150 pl do sobrenadante foi transferido para um tubo
contendo 150 ul de fenol: cloroférmio: isoamilico na propor¢ao (25:24:1). Seguiu-se nova
homogeneizacdo em vortex por 15 segundos e centrifugacao por 3 minutos a 12.000 g.
Foram transferidos 100 pl do sobrenadante para um tubo contendo 100 pl de cloroférmio, e
ocorreu posterior homogeneizacdo em vortex e centrifugacdo por 3 minutos a 12.000 g.

Foram retirados 40 ul do sobrenadante para serem armazenado a 20°C.
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3.3- Amplificacio génica pela Nested-PCR para deteccio do HCMV

A reagdo em cadeia da polimerase seguiu o método descrito por Saiki et al
(1985 e 1988) com algumas modificagdes. Para cada reacdo de amplificagdo Foram
utilizados 0,4 a 0,5 ul do DNA em estudo para um volume total de 20,0 pl de reagdo.
Foram adicionados 50 mM de cloreto de potassio, 10 mM de Tris-HCI (pH 8,4), 2,5 mM de
cloreto de magnésio, 2 pmol de cada “primer” MIE4 e MIE 5 (Tabela 01), 200 mM de cada
desoxirribonucleotideo (dATP, dCTP, dGTP e dTTP) e 0,5 unidade de Tag DNA

polimerase.

Os ciclos de amplificagdo empregados para cada amostra compreenderam:

e Denaturagdo: 94°C - 1 minuto;
e Anelamento: 55°C - 1 minuto;
e Extensdo: 72°C - 1 minuto e 30 segundos

Trinta ciclos foram realizados automaticamente em termociclador Robocycler
40 (Stratagene). Os ciclos foram precedidos por um periodo de denaturacdo inicial a 94°C
durante 5 minutos e no final, 7 minutos a 72°C para a extensdo final. As condigdes de
reacdo para a nPCR foram as mesmas utilizadas na 1* PCR. Nesse caso, uma aliquota do
produto da 1* reacdo foi usada como molde para amplificagdo com o par de “primers”

interno ao fragmento anterior (IE — “immediate early”) ( Tabelal).

Para a nested os ciclos empregados foram:

e Denaturagdo: 94°C - 40 segundos;
e Anelamento: 55°C — 40 segundos;
e Extensdo: 72°C - 1 minuto

Trinta ciclos foram realizados automaticamente em termociclador Robocycler
40 (Stratagene). Os ciclos foram precedidos por um periodo de denaturacdo inicial a 94°C

durante 5 minutos e no final, 7 minutos a 72°C para a extensao final.
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Tabela 1- Primers para deteccio do HCMYV, Seqiiéncia descrita por BRYTTING et al.,

1991.
Nome Seqiiéncia Sentido
MIE 4 YCCAAGCGGCCTCTGATAACCAAGCC > “sense”
MIE 5 ¥ CAGCACCATCCTCCTCTTCCTCTGG * “antisense”
5 3
CCACCGCTGGTGTCAGCTCC ,
IE1 “antisense”
5 3’
CCCGCTCCTCCTGAGCACCC
1E 2 “sense”

3.4- Amplificacido génica pela Nested-PCR, para deteccio do HHV-6

A amplificacdo para o HHV-6 seguiu o seguinte protocolo: A rea¢dao continha
Sul da amostra do DNA em estudo (obtida da extragdo anteriormente descrita) em um
volume total da mistura de 50 pl, contendo 10 mM Tris HCI (pH 8,3), 50 mM KCl, 4 mM
MgCl,, 200 uM de cada desoxirribonucleotideo (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 10 pmol de
cada primer (Tabela 2) e 1,25 unidade de Tag DNA polimerase. Os ciclos de amplificacao

empregados para cada amostra compreenderam:

e Denaturacao: 94°C - 1 minuto;
e Anelamento: 56°C - 1 minuto;
e Extensdo: 72°C - 1 minuto e 30 segundos.

Quarenta e cinco ciclos foram realizados automaticamente em termociclador
Robocycler 40 (Stratagene). Os ciclos foram precedidos por um periodo de denaturagao

inicial a 94°C durante 5 minutos e no final, 7 minutos a 72°C para a extensao final.

Para a nPCR as condigdes foram as mesmas utilizadas na primeira PCR, nesse
caso, uma aliquota do produto da 1? reacdo foi usada como molde para amplificacdo com o

par de “primers” interno ao fragmento anterior (IN3 e IN4)(Tabela2).
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Quarenta e cinco ciclos foram realizados automaticamente em termociclador
Robocycler 40 (Stratagene). Os ciclos foram precedidos por um periodo de denaturagio

inicial a 96°C durante 10 minutos e no final, 10 minutos a 72°C para a extensao final.

Tabela 2- Primers para detec¢do do HHV-6 Seqiiéncia descrita por SECCHIERO et al.,

1995
Nome Seqiiéncia Sentido
HHV6(A/B) 5' GCGTTTTCAGTGTGTAGTTCGGCAG 3’ “sense”
1+(EX-1)
HHV6(A/B)1- 5' CGCTAGGTTGAGGATGATCGA 3' “antisense”
(EX-2)
HHV6(A/B)2+ 5' GCTAGAACGTATTTGCTGCAGAAC 3' “sense”
(IN-3)
HHV6(A/B)2- 5' ATCCGAAACAACTGTCTGACTGGC 3' “antisense”
(IN-4)

3.5- Amplificacdo génica pela reacao em cadeia da polimerase (PCR), para detecciao

do gene da pB-globina humana

A validagdo das amostras de DNA amplificadas para o HHV-6 e HCMV foi

feita pela amplificagdo do gene da B-globina humana.

A reacdo em cadeia da polimerase seguiu o método descrito por Saiki et al
(1985) com algumas modificagdes. Para cada reagdo de amplificagdo Foram utilizados
0,8 ul do DNA em estudo para um volume total de 20,0 ul de reacdo. Foram adicionados
50 mM de cloreto de potassio, 10 mM de Tris-HCI (pH 8,4), 2,5 mM de cloreto de
magnésio, 0,1 uM de cada “primer” PCO3 e PCO4 (Tabela 3), 0,5 mM de cada
desoxirribonucleotideo (dATP, dCTP, dGTP e dTTP) e¢ 0,5 unidade de Tag DNA

polimerase.

Trinta ciclos foram realizados automaticamente em termociclador Robocycler
40 (Stratagene). Os ciclos foram precedidos por um periodo de denaturacdo inicial a 94°C
durante 5 minutos e no final, 7 minutos a 72°C para a extensdo final. Os 30 ciclos

compreenderam:
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e Denaturagdo: 94°C - 45 segundos;
e Anelamento: 55°C — 45 segundos;
e Extensdo: 72°C - 1 minuto

Tabela 3- Primers para deteccdo Da B-globina humana Seqiiéncia descrita por SAIKI

etal., 1988
Primer seqiiéncia sentido
PCO3 5’CCTCTGACACAACTGTGTTCACTAGC3’ “sense”
PCO4 5’TCACCACCAACTTCATCCACGTTCACC3’ “antisense”

3.6- PCR em tempo real
3.6.1- Nested PCR para obten¢ao da amostra padrdo para a PCR em tempo real

Para estas amplificagdes foram utilizadas como amostras a cepa do HCMV e o
controle positivo do HHV-6, e os primers sintetizados especificamente para a PCR em
Tempo Real (Tabelas 4 e 5) (figuras 3 e 4). A primeira reacao foi realizada nas seguintes
condi¢cdes: 10 mM de Tris-HCI (pH 8,4), 2,5 mM de cloreto de magnésio, 10mM de cada
“primer” US 17 F ext e US 17 R, para deteccdo do HCMV (Tabela 4), e, os primers U67 F
e U67 R ext para deteccdo do HHV-6 (Tabela 5), 10mM de cada desoxirribonucleotideo
(dATP, dCTP, dGTP e dTTP) e 0,5 unidade de Tag DNA polimerase e dgua estéril para
completar um volume final de 20ul. Os ciclos foram precedidos por um periodo de
denaturagdo inicial a 95°C durante 2 minutos e no final, Sminutos a 72°C para a extensao

final.

Os 30 ciclos de amplificagdo utilizados compreenderam:

95°C - 15 segundos
60°C - 30 segundos
72°C - 40 segundos
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A nested PCR foi realizada utilizando-se 1ul do produto da reacao anterior nas
mesmas condi¢des, alterando-se apenas os primers especificos que para esta amplificagcdo
foram: primers US17 R e US17 F para detec¢do do HCMV (Tabela 4) e primers U67 F e
U67 R para deteccio do HHV-6 (tabela 05) num volume final de 50ul. Os ciclos foram

precedidos por um periodo de denaturagao inicial a 95°C durante 3 minutos.
Os 50 ciclos de amplificacdo utilizados compreenderam:
95°C - 15 segundos
60°C - 1 minuto

Os produtos da amplificacdo foram analisados em gel de agarose 2% corado
com brometo de etidio. O tamanho final dos produtos foi de 81pb para 0o HCMV e 164pb
para o HHV-6.

3.6.2- Reacao de ligacdo e clonagem

Para esta etapa, foi utilizado o Kit PROMEGA P GEM — T Easy Vector
System I, onde ao volume de reacdo de 10 pl, misturou-se 1ul do plasmideo (50ng/ul), 3ul
do produto da Nested PCR realizada acima, 5 pl da solugdo tampao e 1ul da T4 DNA
ligase, completando-se com agua para 10 pl. A mistura foi homogeinizada e deixada a 4°C
de um dia para outro. Adicionou-se, entdo, cerca de Sul dessa reacdo a 200 pl da cultura de
células competentes (E. coli). Esta mistura foi deixada por 20 minutos no gelo ¢ 1h e 30min
a 42°C, e apds, por 2 minutos no gelo. Inseriu esta reagdo em cerca de 800 pul de meio SOC,
deixando-se incubar por 1 hora a 37°C, agitando-se em termomix (Thermomixer
Comfort — Eppendorf). A seguir, a cultura foi centrifugada a 8.000 RPM por 1 minuto e
mais da metade da solucgdo foi descartada. O pellet foi homogeneizado e, com al¢a de vidro,
aplicado em meio de cultura na Placa de Petri (cerca de 200 ul). Deixou-se a placa em

estufa a 37°C de um dia para outro.

Casuistica e Métodos

84



Apo6s o crescimento das coldnias, as colonias brancas sdo pescadas com palitos
descartaveis, ou seja, aquelas que ndo expressaram o gene lacZ. Cada colonia foi inserida
em um pogo da placa em meio Circle Grow, deixando crescer a 37°C, de um dia para outro.
Realizou-se, entdo, a partir da cultura turva, a PCR para amplificacdo do inserto para
posterior purificagdo e seqiienciamento. A PCR seguiu o seguinte protocolo para uma
reacdo de 15 ul: 2ul da cultura do plasmideo, 1,5 ul de solugao tampao, 1,5 ul de dNTP
(1,25 mM), 0,5 ul de MgCl, (50mM), 0,35 ul do iniciador sense e 0,35 ul do iniciador
antisense (do plasmideo), 0,35 ul de Tag DNA polimerase, 8,6 ul de agua estéril,
submetidos ao seguinte ciclo de amplificagdo: desnaturag¢do inicial: 2 minutos a 94°C,

seguidos de 30 ciclos:
e 94 °C por 20 segundos
e 58 °C por 15 segundos
e 72°C por 1 minuto

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

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

3.6.3- Seqiienciamento automatizado

A reagdo foi submetida a purificagdo e seqiienciamento automatizado em
aparelho ABI PRISM 377. Para realizar o seqiienciamento, utilizamos 1,2pl da amostra de
cada produto da PCR anterior, 1 ul de primer antisense do vetor, 4 pl do pré mix que ¢ um
regente pronto contendo o corante para o seqiienciamento ¢ 9 pl de agua estéril. A reacao
foi submetida ao seguinte ciclo de amplificagdo: desnaturagao inicial de 1 minuto a 96°C,

seguidos de 30 ciclos:
e 96 °C por 10 segundos
e 57°C por 5 segundo

e 60°C por 4 minutos
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O produto da PCR foi submetido a uma reacao de precipitagdao utilizando o
seguinte protocolo: foram adicionados 2ul de acetato de amonio 7,5M e 50 ul de etanol
100%. Apds permanecer 15 minutos no escuro, a reagdo foi centrifugada por 30 minutos a
4000 rpm, e o sobrenadante descartado. Foram acrescentados 100 pl de etanol 70% e
seguiu-se centrifugacao por 15 minutos a 4000rpm. As amostras foram entdo aquecidas a

65°C por 5 minutos e seqiienciadas no ABI PRISM 377.

As seqiiéncias obtidas foram comparadas as seqiiéncias com a literatura e

Gen Bank para confirmar os insertos de 81 pb do HHV-6 e 164 pb do HCMV.

3.6.4- Extracao do DNA do fragmento clonado e linearizacao do plasmideo

Apo6s confirmacdo do inserto pelo seqiienciamento, realizou-se a cultura da
amostra desejada em meio SOC a 37°C por cerca de 12 horas, em seguida extraiu-se o
DNA do plasmideo com um kit SV Wizard Purification System (Promega), conforme o

protocolo do fabricante.

A partir da leitura em espectrofotdmetro do DNA referente ao plasmideo, fez-se
a digestdo com enzima de restri¢do, no caso, ECO RI, para linearizacdo do DNA circular. A
digestao foi realizada com 1pug da DNA, 1ul de Tampao 10x, 1ul da enzima ECO RI e 4gua
num volume final de 10 pl. Esta reagao permaneceu 12horas a 37°C. A partir do produto

desta reagdo foi feita a PCR em Tempo Real com SYBR® Green.

3.6.5- Padronizacao da concentragdo dos primers

Para a padronizagdo da concentragdo dos primers foi escolhida uma
concentragdo fixa de amostra e variadas as concentragdes de primers nas seguintes
condigdes: 6 pul de SYBR® Green, 3 pl do mix de primers e 3 pl do mix de amostra. As
amplificacdes foram feitas no GeneAmp® 5700 Sequence Detection System

(Perkin Elmer/Applied Biosystems Division)
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3.6.6- Eficiéncia da reagdo — curva padrao

Ap6s a determinagdo da concentracdo ideal de cada primer, foram realizadas as
reagcOes para PCR em tempo Real variando as concentracdes das amostras nas seguintes
condi¢des: 6 pul de SYBR® Green, 3 pl do mix de primers e 3 pl do mix de amostra. As
amplificacdes foram feitas no GeneAmp® 5700 Sequence Detection System

(Perkin Elmer/Applied Biosystems Division)

3.6.7- Determinag¢ao da concentracao de DNA

A concentragdo das amostras de DNA provenientes de sangue e soro foi
determinada por espectrofotometria no espectrofotdmetro NanoDrop ND-1000 em

comprimento de onda 260nm e com avalia¢do da pureza das amostras.

3.6.8- Reacdo de amplificagdo em tempo real para deteccdo do HCMV

As amostras foram ajustadas para uma concentrac¢do final de Sng para preparo
do mix, que consiste de DNA e agua para um volume final de 3ul por well. Os primers
também sdo ajustados com agua para um volume final de 3ul por well. A reagdo de
amplificacdo em tempo real foi feita da seguinte maneira: 5 ng de DNA, 300nM de cada
primer USI7F e USI7R,(Tabela 4) e 6,0ul de Mix de reagentes contendo : tampao 10X;
3mM de MgCl, ; 10 uM de cada desoxirribonucleotideo (dATP, dCTP, dGTP e dTTP);
2 uM da sonda HCMYV (tabela 04) (PE Applied Biosystems) e 5 U/ ul da enzima Platinum
Taq. Os ciclos foram precedidos por um periodo inicial de 50°C durante 2minutos para

inativacdo do anticorpo seguido de denaturagdo inicial a 95 °C por 10 minutos.
Os 40 ciclos de amplificagdo utilizados compreenderam:
95°C - 15 segundos
60°C - 1 minuto

Os resultados foram entao analisados através do GeneAmp 5700 SDS Software.
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Tabela 4- Primers e sonda para deteccao do HCMV

Nome Seqiiéncia Sentido
US17F 5’ GAAGGTGCAGGTGCCCTG 3’ “sense”
US17R 5" GTGTCGACGAACGACGTACG ¥ “antisense”

US 17F ext 5’AGCAGGGCCAAACAGATG3’ “sense”

Sonda HCMV 5'FAm ACGGTGCTGTAGACCCGCATACAAA TAMRA3'

3.6.9- Reacdo de amplificagdo em tempo real para deteccdo do HHV-6

O DNA das mesmas amostras de sangue e soro que foram testadas para
detecgao do HCMYV foi submetido a rea¢do de amplificagdo do HHV-6, através do mesmo
procedimento utilizando também 5 ng de DNA, 150nM de cada primer U67F e
U67R,(Tabela 5) e 6,0ul de Mix de reagentes contendo : tampao 10X; 3mM de MgCl, ;
10 uM de cada desoxirribonucleotideo (dATP, dCTP, dGTP e dTTP); 2 uM da sonda
HHV-6 (Tabela 5) (PE Applied Biosystems) e 5 U/ ul da enzima Platinum Tagq.

(PE Applied Biosystems), e submetido as mesmas condic¢des de ciclagem.

Tabela 5- Primers e sonda para detec¢do do HHV-6. Seqiiéncia de primers modificada de
(LOCATELLI, et al 2000). Sonda: seqiiéncia desenhada especificamente para

este estudo.

Nome Seqiiéncia Sentido

U67F 5> GCGTTTTCAGTGTGTAGTTCGG 3’ “sense”

U67 R 5> AAAGCCAAATTATCCAGAGCG 3 “antisense”
U67 R ext 5’GCAAATACGTTCTAGCCATCTTCTT3’ “sense”

Sonda HHV-6N 6FAM 5> AAGGAATAACGCTCGTCACAAACATAAAAT3’'TAMRA

3.6.10- Reagdo de amplificacdo em tempo real para detec¢io da B actina

A reacdo de amplificacdo em tempo real para deteccdo do gene da [ actina foi
realizada pelo sistema TagMan. As condi¢des da reagdo foram: 3mM de MgCl,, 10mM de
cada desoxirribonucleotideo (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 3uM de cada primer

(seqiiéncias ndo fornecida pelo fabricante, (Tabela 6) , 2uM da sonda (seqiiéncia nao
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fornecida pelo fabricante, (Tabela 6), SU/ul da enzima Platinum taq, tampao 10x, 10ng de
amostra e agua para um volume final de 12 pl. Os ciclos foram precedidos por um periodo
inicial de 50°C durante 2minutos para inativagdo do anticorpo seguida de denaturacdo

inicial a 95 °C por 10 minutos.
O produto foi entdo submetido 40 ciclos que compreenderam:
95°C - 15 segundos
60°C - 1 minuto
Os resultados foram entdo analisados através do GeneAmp 5700 SDS Software.

Tabela 6- Primer e sonda para detec¢do da B-actina humana.

T agMan® B-actin Human Control DNA, B-actin Probe (FAM™ Probe) 2uM, B- Part Number

Detection Reagents actin Forward Primer 3uM, and B-actin Reverse Primer 3uM. 401846

TTACGCCATG GTTCGCGTGA GGTTTCTCTG TACCTCCCGC AAAAGGTCAC AGCCCGAAATGGAGGECCGCGT
TGGTGGCCCCGEETGGCECGTCGACGATAACCAGGTCATCCAAGCGATGAGTTTGTCTAATGAGTCCTCGGTIGGT
GAAGAGGATGAGAATGAGCAGGTACAGGTACACCAGGTTCTCATAGAGACACALGGTGAGCAGGTCAGCCTC
GGACCACGCGATCTCAAACAGGCGCGTGGTGTCAAAGACCGTGACGACCAGCATGAAGCTGAGCGCCATGGC
GTAATAGCCCAAAMAMNAGTTTGTGCCCCAACGGTACGGGCTGCAGGTAAAGTGCGATCAAGAACGCGATAAC
GCCGATCACAAACAGCGTGACGATGACCTGCCATCGACGGTGATTATGGCCGGCTAGACCCGTGACGCAGCT

GUAGAGGCTAAALAGCACGCAAGCCAAGAGGCCCGAGAAGGTCACTAGCGTAGAGGAGGAGCAGGCGCTGG

CCACGATCACCEAAAGOGTCGTGAGCACGC TATAAATGOTGAGCAGOCICAGEGCTCOETGOCGACGTGAACS
Primer extermno sense —»

ATCCTTCATCGCGTTTGCCGT GCAGUAGGGOUALACAGATGUTGGGCACCATCALACTTAAGGGCGGCATALL

Primer sense

GCCGGETGCAACAGAGAAAGACGGTGCCTTTAAGATGCGGAAAAGCCAGCACCAGGCCCAGACAGAGCAAGAA
<+—Sonda

FTGCAG CCCTGCACGGCCACGETGOTGTAGACCOGCATACA AL GTAALAAGCGACGTACGTC
«—Primer antisense
IACACGOAGOAAATCATAATGACTOCGCGOGAGSETCEIGGEEGETEIGEGCECCCAGGCOGTIICGETIGECCT

CTGAGTTCGGAGACAT

Figura 3- Seqiiéncia de nucleotideos da regido US 17 do HCMV com primers e sonda

utilizados para a PCR em tempo real.
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ATGTGGGTTATGTCGCAGGTACGTAGCATGGAGCCCGACCTTACGTTGGCGGLGGTCTATCAGGCGGCGE
Primerr sense —»
CGAACCTCACAGAGCAAGATAACGACGATTTTITCCCGAAGCCGTAAAAACT

«+— Sonda_

CAGCCCCGAGCGCTAGGTTGAGGATGATCGAAACGCCTACACAGAATTTITATGTTITGTGACGAGCGTTATTC
+— Primer antisense

CTTCGGGTGTGACGTCTGGTGAAAAAAAAACAAAGTTAAATATCGATGC GTC

<+— Primer Externo antisense

GTTTGCGAACAAAAAATCA TGCAGAACGTTTTGCGGACTCAAGATCA
ACAAGTTGCCATTTCGGGGAAGTACATTTTGTATACAAAAAAACACATTIGAAACGTCTTTGATGATCGATAAGA
COAAGTTAGTTAAAAAAATTCTCGAGTATGCCGAGACCCCTAATCTCTTAGGATATACCGATGTGCGTGATCTT
GAATGTTTACTTTGGTTAGTGTTTTGTGGTCCTAAAAGTTTTTGCCAGTCAGACAGTTGTTITCGGATACAGTAAG
ACGGGATATAATGCCGCGTTTCCAAATCTATTCCCTCCGTATCTGTACGAATGCGGCCAAAATAATGGACTGTT
TTTTGGCATTGTGCAAGCTTACGTGTTTTCTTGGTACTCAGATTTTGATTTTTCGGCGCTTGAGATTTCAGAACG
CGCTCGTCGTCGAATCAGGTCACTCCTGTACGACTTAAAACAGAAGTTITGCGGAGCAAGAAGTTTCTGTTTTAT
CGGTAGCGTCACAGATGTGTATCTTTTGTGCATTATATAAACAAAACAAACTTAGTCTAGAATACGTTTCTGGTG
ACTTAAAGACTTCTGTTTTTAGTCCAATTATAATARAGGATTGTTTATGCGCGCAGACGACAATTTCTACAACTCA
GATGCTGCCAGGTACAAAGAGCTCAGCCATATTITCCGGTATATGACCTTCGTAAGCTGCTCGGTGCGCTTGTCA

TTTCGGAAGGTAGTGTCAAGTTCGACATATAA

Figura 4- Seqiiéncia de nucleotideos da regido U 67 do HHV-6 com primers e sonda

utilizados para a PCR em tempo real.

3.7- Transcric¢io reversa acoplada a nested-PCR
3.7.1- Separacao de células para extragdo de RNA

O primeiro passo para a extragdo de RNA foi separar as células aonde os virus
em estudo se encontram. Foram separados os neutréfilos, onde podem detectar-se 0o HCMV
e os linfécitos onde pode detectar-se o HHV-6. O processo de separagdo ocorreu da
seguinte forma: Em um tubo de centrifuga foi colocado 3ml de histopaque®1119 (Sigma)
sobre ele foram adicionados 3ml de histoaque® 1077 e cuidadosamente sobre eles foram
adicionados 5ml de sangue total com EDTA. As amostras foram centrifugadas a 700g por
30 minutos. Este procedimento permitiu a separacdo dos dois diferentes tipos celulares em
fases distintas devido a diferenca de densidade. A camada contendo as células monucleares
foi transferida para outro tubo, e entdo lavada com PBS em centrifugacdo a 1600 rpm por
10 minutos. O sobrenadante foi removido e o pellet foi submetido a extracdo de RNA. A

camada contendo os neutrofilos foi transferida para outro tubo e também lavada com PBS

Casuistica e Métodos

90



em centrifugacao a 1600 rpm por 10 minutos. Realizou-se entdo lise de hemdacias com
solucdo em centrifugagdo a 1600rpm por 10 minutos. Seguiu-se entdo uma nova lavagem
com solucdo de PBS em centrifuga¢do a 1600rpm por 10 minutos.O pellet de neutrofilos

foi sumetido a extragdo de RNA.

3.7.2- Extracdo de RNA para deteccao dos Herpesvirus HCMV e HHV6

O RNA total das células foi extraido com a adigdo de Iml do reagente
comercial TRIZOL® as células separadas das amostras de sangue total e homogeneizou-se
consistentemente. Apds um repouso de 5 minutos a temperatura ambiente, para permitir a
dissociagdo completa dos complexos de nucleoproteinas, adicionou-se 200 pl de
cloroférmio a cada amostra e agitou-se vigorosamente por 15 segundos. Apds permanecer
em repouso em temperatura ambiente por 5 minutos, as amostras foram centrifugadas a
13500 rpm por 15 minutos a 4°C para separacao da fase orgénica, onde o DNA estad
contido, e da fase aquosa, onde encontra-se o0 RNA. Transferiu-se a fase aquosa para outro
tubo e precipitou-se o RNA com a adicdo de 500 pl de dalcool isopropilico. Apds
permanecerem em repouso em temperatura ambiente por 10 minutos as amostras foram
centrifugadas a 13500 rpm por 10 minutos a 4°C, o pellet de RNA foi ressuspenso em
1000 pl de alcool etilico 75% gelado e a amostra foi centrifugada a 11800 rpm por
5 minutos a 4°C. O RNA foi entdo eluido em 20 pl de 4gua livre de RNAse.

3.7.3- Determinagao da concentragdo de RNA

A concentragdo das amostras de RNA foi determinada por espectrofotometria
no espectrofotdmetro NanoDrop ND-1000 em comprimento de onda 260nm e com

avaliacdo da pureza das amostras.

3.7.4- Transcrigao reversa

A reacdo de transcri¢do reversa foi realizada utilizando-se o Transcriptor high
fidelity cDNA synthesis Kit (Roche) segundo instrugdes do fabricante, posteriormente

foram realizadas as amplifica¢des génicas para o HCMV, HHV-6 e B-actina.
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3.7.5- Amplificacdo génica pela reagdao em cadeia da polimerase para deteccao do

cDNA do HCMV

A reagdo de amplificacdo para detec¢do do cDNA do HCMV foi realizada
utilizando-se 2ul do cDNA obtido da reacdo de transcrigdo reversa na presenga de tampao
10X, 2mM de MgCl,, 10mM de cada desoxirribonucleotideo (dATP, dCTP, dGTP e
dTTP), 10uM de cada primer especifico SLG1 e SLG2 (Tabela 7) e 5U/ul de Taq
polymerase . Os 30 ciclos foram precedidos por um periodo de denaturacdo inicial a 94°C

durante 1 minuto e no final, 7 minutos a 72°C para a extensao final.

A reacdo foi submetida as seguintes condigoes:

94°C - 1 minuto
55°C - 2 minutos
72°C - 3 minutos

Foram realizadas nested PCR com 1pul dos produtos da reacdo anterior nas
seguintes condicdes: tampao 10X, 2mM de MgCl,, 10mM de cada desoxirribonucleotideo
(dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 10uM de cada primer especifico SLG 3 e SLG4 (Tabela 7)

e SU/ul de Taq polymerase, nas mesmas condi¢des de ciclagem da primeira amplificagao.

Tabela 7- Primers para detec¢do do cDNA do HCMV.

Nome Seqiiéncia Sentido
SLG1 5'CTATGGATCTTGAGCTTACT 3 “sense”
SLG2 5'TCGCTGCCATCTCCGTCTGT 3° “antisense”
SLG3 5"GTGACCTTGACGGTGGCTTT 3° “sense”
SLG4 5"CGTCATACTCCCCGGAGTAA 3° “antisense”

3.7.6- Amplificacdo génica pela reacdo em cadeia da polimerase para deteccdo do

cDNA do HHV-6

As amostras de cDNA obtidas da transcricdo reversa foram amplificadas
seguindo o seguinte protocolo: 2ul do cDNA obtido da reagdo de transcrigdo reversa na
presenca de tampao 10X, 2mM de MgCl,, 10mM de cada desoxirribonucleotideo (dATP,
dCTP, dGTP e dTTP), 10uM de cada primer especifico GP 6 1 e GP 6 2 (Tabela 8) e
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5U/ul de Taq polymerase . Os 30 ciclos foram precedidos por um periodo de denaturagdo
inicial a 94°C durante 5 minutos e no final, 57 °C por 2 minutos e 7 minutos a 72°C para a

extensdo final e foram submetidas as seguintes condi¢des de ciclagem:

57°C - 45 segundos
72°C - 45 segundos
94 °C - 1 minuto

Foi realizada Nested PCR utilizando 1pul do produto da reagdo anterior, tampao
10X, 2mM de MgCl,, 10mM de cada desoxirribonucleotideo (dATP, dCTP, dGTP e
dTTP), 10uM de cada primer especifico GP 6 3 ¢ GP 6 4 (Tabela 8) e 5U/ul de Tagq
polymerase, ¢ submetidas as mesmas condi¢des de ciclagem utilizadas para a primeira

amplificagdo.Os resultados obtidos foram avaliados em gel de agarose 2%.

Tabela 8- Primers para deteccdo do cDNA do HHV-6.

Nome Seqiiéncia Sentido
GP6 1 5" CTAAATTTTCTACCTCCGAAATGT 3° “sense”
GP6 2 5" GAGTCCATGAGTTAGAAGATT 3° “antisense”
GP63 5"ACTACTACCTTAGAAGATATAG 3° “sense”
GPo6 4 5" AAGCGCGTGCAGGTTTCCCAA 3° “antisense”

3.7.7- Amplificacdo génica pela reagdao em cadeia da polimerase para deteccao do

gene da beta actina humana

A detecg@o do gene da beta actina humana foi realizada utilizando-se 1pl do
cDNA na presenca de tampao 10X, 2mM de MgCl,, 10mM de cada desoxirribonucleotideo
(dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 10uM de cada primer especifico Pactinal e Pactina2
(Tabela 9) e 5U/ul de Taq polymerase. Os 30 ciclos foram precedidos por um periodo de
denaturacdo inicial a 96°C durante 2minutos e no final, 5 minutos a 72°C para a extensdo

final e foram submetidas as seguintes condi¢des de ciclagem:
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96°C - 30 segundos
55°C - 30 segundos
72 °C - 1 minuto

Tabela 9- Primers para deteccdo do cDNA da Pactina humana.

Nome Seqiiéncia Sentido
actina sense

ina 1 5S'AAGAGATGGCCCGGCTGCTS3' « ”?
actina antisense

ina 2 5S'TCGCTCCAACCGACTGCTGTS3' “anti ”?

3.8- Seqiienciamento do cDNA

Para confirmagao da detec¢do do mRNA do HHV-6 ¢ do HCMV alguns dos

produtos da RT-nPCR, foram selecionados e seqiienciados separadamente. A amplificagao

™
para seqlienciamento automatizado foi realizada com o DYEnamic Terminator Cycle

Sequencing Kit (MegaBACETM) (Amersham Pharmacia Biotech, Inc Cleveland, Ohio,
USA). Para esta reagdo foi utilizado cerca de 30 ng do produto de PCR purificado,
quantificado através de gel de agarose 1,5%,3 puM de iniciador sense e anti-sense
(em reagdes separadas), 4 pl da solugdo DYEnamic ET Reagent Premix e dgua deionizada
estéril (volume final 15,0 ul). A reagdo, distribuida em placa propria para seqlienciamento,
foi protegida da luz com papel de aluminio. Em termociclador (GeneAmp® PCR System
9600 — Applied Biosystems), as amostras foram submetidas a desnaturacdo inicial de 96°C

por 2 minutos seguido de 30 ciclos que consistiram em:
96°C - 20 segundos

57°C

15 segundos
60 °C - 1 minuto

O produto da reacdo de seqiienciamento foi precipitado adicionando-se 2,0ul de
acetato de amoénio 7,5M e 50,0ul de etanol absoluto aos 15,0ul de reagdo, com posterior
homogeneizagdo. Apds incubagdo por 15 minutos em temperatura ambiente protegido da

luz, a placa foi centrifugada a 4000 rpm por 30 minutos. O sobrenadante foi removido por
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inversdo e a seguir foram adicionados 100,0 ul de etanol 70%. Posteriormente o material foi
centrifugado a 4000 rpm por 15 minutos. Novamente o sobrenadante foi desprezado por
inversdo tomando-se o cuidado de ndo remover o pellet. Para completa remog¢ao do etanol,
a placa foi submetida a centrifugagdo invertida a 200 rpm por 6 segundos e finalmente
aquecida em termobloco a 65°C por 5 minutos para a secagem das “wells”. Para a
eletroforese, foi adicionado 10,0ul de loading buffer, uma mistura de formamida
deionizada, 25mM EDTA (pH 8,0) em cada “well”. As amostras foram homogeinizadas,
aquecidas a 65°C por 3 minutos e colocadas em gelo para, a seguir, serem submetidas a

eletroforese em seqiienciador automatizado.

Apos eletroforese, o Software MegaBACE analisou as seqiiéncias e as amostras
foram alinhadas e comparadas ao HHV-6 e ao HCMV através do programa BLAST 2
SEQUENCES (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi).

3.9- Analise estatistica

Os resultados foram comparados utilizando o teste de Fisher (“Fisher’s exact
test”). Os pacientes foram monitorizados até o dia 150 apds o transplante .Todos os dados
foram analisados utilizando estatistica descritiva (mediana para varidveis continuas e
porcentagens para varidveis categoricas).A probabilidade de eventos (ex: RT-nPCRe
nested-PCR sangue positivo) foram analisadas utilizando o método de Kaplan-Meier
(“estimate of a survival curve using the Kaplan-Meier method”). Os fatores de risco
incluidos foram infeccdo oportunista, rejeicdo ao transplante, disturbio neurolédgico e
DECH. Sensibilidade, especificidade e valores preditivos positivos e negativos utilizados

foram calculados através de contingéncia.

O valor de P < 0.05 foi considerado como estatisticamente significante.
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4.1- Caracteristicas do pacientes envolvidos no estudo

Participaram do estudo 30 pacientes receptores de transplante alogénico de
células tronco hematopoiéticas atendidos e acompanhados pelo Servico de Transplante de
Medula Ossea do Hospital das Clinicas da UNICAMP, cujas caracteristicas sdo

apresentadas na Tabela 10.

Tabela 10- Caracteristicas dos pacientes que receberam transplante de células tronco

hematopoieticas do tipo alogénico, envolvidos no estudo.

Caracteristica
I idade — media em anos 40.5 (16-56)
Sexo — masculino/feminino 17/13
Doenca de base —n (%)
Doencas hematologicas Malignas
Leucemia Linfoide Aguda (LLA) 4 (13.33)
Leucemia Mieloide Aguda (LMA) 10 (33.33)
Leucemia Linfoide Cronica (CLL) 1(3.33)
Leucemia mieloide Cronica (LMC) 4 (13.33)
Linfoma Nao-Hodgkin(NHD) 2 (6.67)
Doenca de Hodgkin (HD) 3 (10)
Mieloma Multiplo (MM) 1(3.33)
Mielofibrosi 2 (6.67)
Doencas hematologicas ndo Malignas
Anemia Aplastica Grave (AAG) 3 (10)
GVHD — (n%) 13 (43.33)
Status sorologico Pre-transplante HCMV — (n%)
D+/R+ 30(100)
Regime de condicionamento — (n%)
transplante Mieloablativo
BU + FLU 7(23.33)
BU + Cy 6 (20)
BU+ Cy + VP-16 3 (10)
Cy + VP-16 + TBI 2 (6.67)
Cy + TBI 1(3.33)
transplante Nao myeloablativo
FLU + TBI 9 (30)
FLU + TBI + ARA-C 1(3.33)
profilaxia — (n%)
CsP 2 (6.67)
CsP + MMF 7(23.33)
CsP + MTX 20 (66.66)
CsP + MTX + Mitoxantrone + Cy 1(3.33)
Fonte de células tronco
Medula ossea 14 (46.67)
Sangue periférico 16 (53.33)
Obitos 13 (43.33)

GVHD (Graft-versus-host disecase, doenga do enxerto contra o hospedeiro); BU (Bussulfan);
FLU (Fludarabina); Cy (Ciclofosfamida); VP-16 (Etoposide); TBI (Total body irradiation); ARA-C
(Citarabina); CsP (Ciclosporina); MMF (Mycophenolate mofetil); MTX (Methotrexate).
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4.2- Nested-PCR para deteccio do HCMV

Foram realizadas 557 amplificacdes de amostras de DNA de sangue e 557 de
soro de 30 pacientes para deteccdo do HCMV (figuras 5 e 6). Vinte e cinco pacientes
apresentaram amplificacdo positiva, e 21 pacientes (70%) apresentaram infeccdo ativa em
amostras de DNA de leucocitos. Das amostras de DNA de soro, 17 pacientes (56,66%)
apresentaram infec¢do ativa para o HCMV. A nested-PCR de DNA de soro apresentou
sensibilidade e especificidade de 83% e 82%, valor preditivo positivo (VPP) e valor
preditivo negativo (VPN) de 77% e 87% respectivamente. A nested-PCR de DNA de
leucocitos apresentou sensibilidade e especificidade de 85% e 44% e a VPP e VPN de 55%
e 77% respectivamente. Encontramos correlagdo entre a deteccdo da infeccdo ativa por

HCMYV pela nested-PCR em soro e DECH (GVHD) (p=0,003).

M C 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

<+—159bp

Figura 5- Produto da Nested-PCR para deteccdo do HCMV em amostras de DNA de
sangue de pacientes receptores de transplante de medula 6ssea. M=marcador de
peso molecular; C=controle positivo; 1,2,3,6, 7, 8,9,10 ¢ 11=PCR negativo; 4,5
e 12=produto de PCR positivo.

159bp

Figura 6- Produto da Nested-PCR para detec¢do do HCMV em amostras de DNA de soro
de pacientes receptores de transplante de medula 6ssea. M=marcador de peso
molecular; C=controle positivo; 1 = produto de PCR positivo; 2,3,4 ¢ 5 = PCR

negativo.
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4.3- Nested-PCR para detec¢cio do HHV-6

Foram realizadas amplificacdes de DNA de sangue e soro para detec¢do do
HHV-6 (figura 7). Vinte e trés pacientes apresentaram amplificagdo positiva e 14
apresentaram infecgdo ativa (46,7%). Porém, segundo dados da literatura a deteccdo do
DNA do HHV-6 em células ndo ¢ um bom indicativo da infec¢do ativa por HHV-6, devido
a sua alta prevaléncia e persisténcia em mondcitos/macrofagos podendo sua deteccao
refletir infecgdo ativa e latencia. A nested-PCR em leucdcitos apresentou sensibilidade de
72%, especificidade de 75% e valor preditivo positivo e valor preditivo negativo
respectivamente de 64% e 81% quando comparado com a RT-nPCR como padrio. A

nested-PCR em soro detectou infec¢ao ativa por HHV-6 em 1 paciente.

A deteccgao da infecgdo ativa pela nested-PCR em sangue ocorreu com mediana

de 34 dias.

MC1 2 345 6 7 8 9 1011 12131415 16 17 18

Figura 7- Produto da Nested-PCR para deteccdo do HHV-6 em amostras de DNA de
sangue de pacientes receptores de transplante de medula 6ssea. M=marcador de
peso molecular; C=controle positivo; 1,4,5,6,8,9,11,13,14,16,17,18 = produto de
PCR positivo; 2,3,7,10,12 e 15 = amostras de pacientes com PCR negativo.

4.4- Transcricdo reversa acoplada a Nested-PCR (RT-nPCR) para deteccio do
HCMY e do HHV-6

Das 557 amostras de sangue total foram separadas as fracdes de células
polimorfonucleares e mononucleares para detec¢do do RNA viral do HCMV e HHV-6
respectivamente. Estas amostras celulares foram transcritas e amplificadas para detec¢do do

HCMV (figura 9) e do HHV-6 (figura 8) e do gene da B actina humana para controle
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interno da reagdo. As amplificagdes foram efetuadas utilizando-se primers exon-exon
(regido de splicing) o que permitiu uma diferenciagdo precisa da presenga de DNA viral e

do RNA. Seguiu-se eletroforese em gel de agarose 2% para visualizacdo dos resultados.

A RT-PCR para deteccdo da infec¢dao ativa por HCMV foi positiva em 15
pacientes (53,3%) e apresentou sensibilidade e especificidade de 56% e 71%, VPP e VPN

de 86,7% e 34% respectivamente.

A detecgdo da infeccdo ativa por HHV-6 pela RT-PCR foi identificada em 9
pacientes (30%). Esta metodologia apresentou sensibilidade de 67% e especificidade de
100%. Os valores preditivos positivos e negativos encontrados foram de 25% e 100%

respectivamente. Encontramos correlacdo entre a RT-nPCR e a nested-PCR em sangue

(p=0,024)

M1 2 3 4 5 67

Figura 8- Eletroforese em gel de agarose 2% de produto de transcri¢do reversa acoplada a
PCR para deteccio do HHV-6. M=marcador de peso molecular; 1,2,3,5 ¢ 6

resultado negativo; 4 e 7 resultado positivo indicando um cDNA com 500pb.

<“— 179pb

Figura 9- Produto da RT-PCR para detec¢ao do HCMV em amostras de cDNA de sangue
de pacientes receptores de transplante de células tronco hematopoéticas.
M=marcador de peso molecular; C=controle negativo; 1 e 3= produto de

RT-PCR negativo; 2 produto de RT-PCRpositivo.
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Foram realizados seqilienciamentos de produtos da RT-PCR e posterior

confirmacao dos resultados através de analise no Gen Bank.

Doze pacientes (12/30) foram positivos para o HHV-6 pela RT-PCR indicando
taxa de infec¢do de 40%. As reinfec¢des ou reativagdes (infecgdes secundarias) ocorreram

em 8 pacientes para 0o HCMV e em 6 pacientes para o HHV-6.

4.5- Deteccio da carga viral do HCMYV pela PCR em tempo real
Otimizagdo, estabilidade e reproducibilidade da PCR em tempo real

As condi¢oes das reagdes foram otimizadas variando as concentragdes dos
primers a das sondas do virus alcangando um valor 6timo para acumulagdo do sinal
florescente e uma precoce medida dos valores do Ct. Para o HCMV a concentracdo ideal de
primers foi de 300nM e a de sonda de 200uM..Vérias concentragdes de DNA foram

testadas e concentragdo ideal encontrada foi de 5Sng DNA

A curva padrao apresentou coeficiente de correlacdo de 0.999458 com slope

de -3.54 ¢ eficiéncia de 99%.

4.6- Determina¢io do ponto de corte (CUT-OFF) da PCR em tempo real para
deteccio do HCMV- analise da curva ROC

Utilizando resultados de antigenemia (>=1célula positiva/200000) para detecgdo
do HCMV realizados para rotina nos pacientes em seguimento neste estudo, e a carga viral
detectada pela PCR em tempo real, foi possivel encontrar um ponto de corte para a
determinagdo da infeccao ativa por HCMV em pacientes receptores de transplante de
células tronco hematopoiéticas. Este valor foi encontrado através da construcao e analise da
curva Roc (figura 10). O valor 6timo de Cut-off encontrado em amostras de DNA de
leucocitos foi 418,39 copias virais/60 ng de DNA, com 71,4% de sensibilidade e 89,7% de

especificidade.
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Figura 10- Curva ROC demonstrando o ponto de corte para detec¢do do HCMV

4.6.1- Amplificagdo em tempo real

Foram realizadas as reacdes de amplificacdo em tempo real para detec¢dao do
HCMYV com DNA proveniente das 557 amostras de sangue e 557 amostras de soro dos
pacientes em seguimento neste estudo (figuras 13 e 14). Para todas as amostras foram
realizadas amplificagdes em tempo real para detec¢do da B actina humana (figuras 11 e 12)

com sucesso possibilitando a valida¢ao das amostras.

A PCR em tempo real para deteccdo da infecgdo ativa por HCMV em amostras
de DNA de leucocitos foi positiva em 23 pacientes (76,67%), a PCR em tempo real em soro
detectou infeccdo ativa em 19 pacientes (63,33%). A sensibilidade e especificidade da PCR
em tempo real em leucdcitos foram de 100% e 44% e os valores preditivo positivo e

negativo foram respectivamente 59% e 100%. A PCR em tempo real em soro apresentou
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sensibilidade e especificidade de 52% e 100%, e os valores preditivos positivos e negativos

de 100% e 39% respectivamente.

Encontramos correlagdo entre a detec¢do da infec¢do ativa por HCMV pela

PCR em tempo real em sangue e provavel doenga por HCMV (p=0,048).

Rnvs Cycles

041

001

0001
12 3456 7 8 0 1011213141516 17 18 1920 21 22 2329 25 26 27 28 20 30 31 32 33 39 35 36 37 3830 40
Cycle Number

Figura 11- Curva de amplificagdo das amostras de DNA provenientes de sangue e soro

para deteccdo do gene da B actina humana
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Figura 12- Curva de amplificagdo das amostras de DNA provenientes de sangue para

deteccao do gene da B actina humana
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Figura 13- Curva de amplificagdo das amostras de DNA provenientes de sangue e soro

para deteccao HCMV.
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Figura 14- Curva de eficiéncia gerada da reacdo para deteccdo do HCMV, mostrando as

amostras plotadas na curva padrao.

4.7- Deteccao da carga viral do HHV-6 pela PCR em tempo real
Otimizagdo, estabilidade e reproducibilidade da PCR em tempo real

As condicdes das reagdes foram otimizadas da mesma forma que foram
realizadas para o HCMV. Para o HHV-6 o valor 6timo de primer foi de 150nM e o de
sonda foi de 200 pM.
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A curva padrao apresentou coeficiente de correlagao de 0.99 com slope de -

3.334 ¢ eficiéncia de 99,5%

4.8- Determina¢io do ponto de corte (CUT-OFF) da PCR em tempo real para
deteccio do HHV-6

Para a detec¢do do HHV-6 neste grupo de estudo a antigenemia ndo foi
realizada rotineiramente, sendo que desta forma a curva ROC ndo pode ser construida para

este patdgeno, porém, o monitoramento dos dois virus foi realizado igualmente.

Utilizando dados da literatura (ARITAKI, et al,2001) obtidos de experimentos
semelhantes em grupo de estudo submetidos a0 mesmo tipo de transplante, acompanhados
da mesma maneira e que estabeleceram o ponto de corte para o HHV-6 da mesma forma
que efetuamos para o HCMYV, utilizamos os valores encontrados nestas referéncias e

inferimos em nossos resultados.

4.8.1- Amplificagdo em tempo real para deteccao do HHV-6

Foram realizadas as reacdes de amplificagdo em tempo real para deteccdo do
HHV-6 com DNA proveniente das 557 amostras de sangue e 557 amostras de soro dos
pacientes em seguimento neste estudo (figura 15). Utilizando o valor de ponto de corte de
100 copias/ng de DNA, 2 pacientes (6,66%) dos 30 avaliados neste estudo apresentaram
infec¢do ativa por HHV-6 pela PCR em tempo real em sangue. 23 pacientes (76,66%)
apresentaram infec¢do ativa detectada pela PCR em tempo real em soro. A PCR em tempo
real em sangue apresentou sensibilidade de 8%, especificidade de 94% e VPP e VPN de
50% e 61% respectivamente. Em soro obtivemos sensibilidade e especificidade de 86% e

31% e valor preditivo positivo e valor preditivo negativo de 52% e 71% respectivamente.

Resultados

109



Amplification Plot
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Figura 15- Curva de amplificagdo das amostras de DNA provenientes de sangue e soro

para deteccao HHV-6

4.9- Comparaciao entre as técnicas para deteccio da infecciao ativa por HCMV

Dos 30 pacientes receptores de transplante de células tronco hematopoiéticas,
29 (99,66%) apresentaram infeccdo ativa por HCMV detectada pelas técnicas de
nested-PCR, PCR em tempo real ¢ RT-PCR. 9 pacientes apresentaram infeccdo ativa
detectada por todas as técnicas nas diferentes amostras (Tabelall). As técnicas foram todas
comparadas entre si e os melhores resultados estdo apresentados na tabela 11. O tempo para
detec¢do da infecgdo ativa foi precoce pela nPCR em sangue com mediana de 33 dias

(Tabela 12).
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Encontramos correlagdo entre as técnicas de PCR em tempo real em soro e
nested-PCR em soro (p=0,001) e PCR em tempo real em sangue e nested-PCR em soro

(p=0,008).

Tabela 11- Comparacdo entre os testes diagnosticos

nPCR nPCR PCR em tempo PCR em tempo RT-PCR
Leucocitos soro real leucdcitos real soro
Sensibilidade 85% 83% 100% 52% 56%
Especificidade 44% 82% 44% 100% 71%
VPP 55% 77% 59% 100% 86,7%
VPN 77% 87% 100% 39% 34%

Tabela 12- Tempo para deteccio da infecgdo ativa por HCMV pelos testes diagnosticos

N Mediana (dias) variacao
nPCR leucocitos 33 1-126
nPCR soro 49 7-133
PCR em tempo real leucocitos 40 0-106
PCR em tempo real soro 47 6-119
RT-nPCR 36,5 6-126

nPCR, nested PCR; RT-nPCR, transcri¢do reversa acoplada a nested PCR

Tabela 13- Numero de pacientes positivos para deteccdo da infeccao ativa por HCMV por

teste diagnostico isolado.

Teste diagndstico Numero de pacientes
nPCR leucécitos 1
nPCR soro 0
RT-nPCR 1

PCR em tempo real leucocitos

PCR em tempo real soro

o O W

Todos os testes
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4.10- Comparacio entre as técnicas para deteccio da infeccio ativa por HHV-6

Dos 30 pacientes receptores de transplante de células tronco hematopoiéticas,
25 (83,33%) apresentaram infec¢do ativa por HHV-6 detectada pelas técnicas de PCR em
tempo real e RT-nPCR. Os valores da nested-PCR em sangue foram excluidos desta
avaliacdo por ndo refletirem seguramente infeccao ativa, os valores e comparacdes entre as
demais metodologias estdo representadas na Tabela 14. O tempo para detec¢do da infeccao

ativa foi precoce pela PCR em tempo real em soro com mediana de 14 dias (Tabela 15).

Tabela 14- Comparacao entre os testes diagnosticos

PCR em tempo real PCR em tempo real soro RT-nPCR
leucdcitos
Sensibilidade 25% 85% 65%
Especificidade 100% 31% 81%
VPP 100% 52% 75%
VPN 66% 72% 72%

Tabela 15- Tempo para deteccio da infecgdo ativa por HHV-6 pelos testes diagnosticos

Mediana (dias) Variagdo
PCR em tempo real leucdcitos 99,5 0-150
PCR em tempo real soro 14 0-71
RT-nPCR 36,5 6-142

4.11- Co-infeccio HCMV /HHV-6

Dos 30 pacientes monitorados, 25 apresentaram infeccao ativa por HHV-6
pelos testes diagnosticos e 29 apresentaram infeccdo ativa por HCMV pelos testes
diagnosticos. Os 25 pacientes que apresentaram infec¢do ativa por HHV-6 também foram
positivos para infec¢do ativa por HCMV (graficol), destes, 14 pacientes positivaram antes
para o HHV-6, 5 positivaram ao mesmo tempo para os dois virus, e dois que positivaram
antes para o HCMV, apresentaram antes presenca do HHV-6. Dois pacientes positivaram
ao mesmo tempo para os dois virus, e os 4 pacientes que apresentaram infec¢do ativa

somente por HCMV, apresentaram antes a presenga do HHV-6.
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Grafico 1- Incidéncia da infecgdo ativa viral e co-infeccdo HCMV/HHV-6 e presenca de

DNA viral do HHV-6 nos pacientes receptores de TCTH.

4.12- Monitoramento da carga viral do HHV-6 e correlacio com a infec¢do por

HCMV

Monitoramos a carga viral do HHV-6 e identificamos os pontos de pico de
carga viral para relaciond-los com as complicagdes poOs-transplantes causadas por este
hespesvirus. Assim como as manifestagdes mais comuns como DECH ou GVHD,
disturbios neuroldgicos e infecgdes oportunistas, um importante fator relacionado ao
HHV-6, esta em seu efeito imunomodulador e associagdo com a doenga causada por
HCMV. Verificamos que em varios casos a infec¢do ativa por HCMV ou recorréncia da
infec¢do ativa ocorreu juntamente com o pico de carga viral do HHV-6, ou apos estes

picos, ou mesmo, antes do pico, mas com detec¢do da carga viral do HHV-6. O paciente 9
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desenvolveu doenca por HCMV no dia 80+, entre dois picos de carga viral, e o paciente 27
desenvolveu a doenga por HCMV apds pico de carga viral do HHV-6 e imediatamente apos
GVHD agudo. O paciente 8§ que desenvolveu provavel doenga por HCMV, apresentou
infec¢do ativa por HCMV juntamente com pico de carga viral do HHV-6. Os resultados dos
pacientes que ndo apresentaram picos em amostras de leucdcitos ou de soro nao foram
representados nos graficos, porém mesmo sem os picos eles apresentaram amplificagdo e
deteccdo. Os pacientes 1,13,25¢26 ndo apresentaram detec¢do de carga viral em amostras
de soro, e apenas o paciente 2 ndo apresentou amplificagdo em amostras de soro e

leucocitos.
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Grafico 2- Perfil dos picos de carga viral do HHV-6 em PCR em tempo real em amostras

de leucdcitos do paciente 4.
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Grifico 3- Perfil dos picos de carga viral do HHV-6 em PCR em tempo real em amostras

de soro do paciente 4
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Grafico 4- Perfil dos picos de carga viral do HHV-6 em PCR em tempo real em amostras

de DNA de leucoécitos do paciente 5
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Grifico 5- Perfil dos picos de carga viral do HHV-6 em PCR em tempo real em amostras

de soro do paciente 5.
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Grafico 6- Perfil dos picos de carga viral do HHV-6 em PCR em tempo real em amostras
de soro do paciente 6. Este paciente apresentou amplificacdo e detec¢do da

carga viral do HHV-6, mas nao apresentou picos em amostras de leucécitos

Resultados

117



Carga Viral

1387
104
B9.3
L
Infeccéo
Oportunista
] T T 2 L 1 T 1 T b 2 T T LIk d hd T T T T T T T 1 I
a T 14 21 30 a7 42 51 58 B3 72 79 B4 93 100 107 114 121 128 142 143 156
Infecciio HCMV dias pos transplante

Grafico 7- Perfil dos picos de carga viral do HHV-6 em PCR em tempo real em amostras

de DNA de leucoécitos do paciente 7
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Grafico 8- Perfil dos picos de carga viral do HHV-6 em PCR em tempo real em amostras

de soro do paciente 7.
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Grafico 9- Perfil dos picos de carga viral do HHV-6 em PCR em tempo real em amostras
de DNA de leucoécitos do paciente 8.
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Grafico 10- Perfil dos picos de carga viral do HHV-6 em PCR em tempo real em amostras

de soro do paciente 8.
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Grifico 11- Perfil dos picos de carga viral do HHV-6 em PCR em tempo real em amostras

de DNA de leucocitos do paciente 9.
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Grafico 12- Perfil dos picos de carga viral do HHV-6 em PCR em tempo real em amostras

de soro do paciente 9.
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Grafico 13- Perfil dos picos de carga viral do HHV-6 em PCR em tempo real em amostras

de soro do paciente 10

Este paciente apresentou amplificacdo e detec¢ao da carga viral do HHV-6,mas

nao apresentou picos em amostras de leucocitos
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Grafico 14- Perfil dos picos de carga viral do HHV-6 em PCR em tempo real em amostras

de DNA de leucdcitos do paciente 11.
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Grafico 15- Perfil dos picos de carga viral do HHV-6 em PCR em tempo real em amostras

de soro do paciente 11.
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Grafico 16- Perfil dos picos de carga viral do HHV-6 em PCR em tempo real em amostras
de DNA de leucécitos do paciente 12.
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Grafico 17- Perfil dos picos de carga viral do HHV-6 em PCR em tempo real em amostras

de soro do paciente 12.
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Grafico 18- Perfil dos picos de carga viral do HHV-6 em PCR em tempo real em amostras

de DNA de leucécitos do paciente 13. Este paciente ndo apresentou picos em

amostras de DNA de soro.
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Grafico 19- Perfil dos picos de carga viral do HHV-6 em PCR em tempo real em amostras
de DNA de leucécitos do paciente 14.
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Grafico 20- Perfil dos picos de carga viral do HHV-6 em PCR em tempo real em amostras

de soro do paciente 14
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Grafico 21- Perfil dos picos de carga viral do HHV-6 em PCR em tempo real em amostras
de soro do paciente 15. Este paciente apresentou amplificagdo e deteccdo da
carga viral do HHV-6, mas ndo apresentou picos em amostras de DNA de

leucocitos.
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Grafico 22- Perfil dos picos de carga viral do HHV-6 em PCR em tempo real em amostras

de DNA de leucécitos do paciente 16.
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Grafico 23- Perfil dos picos de carga viral do HHV-6 em PCR em tempo real em amostras

de soro do paciente 16.
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Grafico 24- Perfil dos picos de carga viral do HHV-6 em PCR em tempo real em amostras

de DNA de leucdcitos do paciente 17.
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Grafico 25- Perfil dos picos de carga viral do HHV-6 em PCR em tempo real em amostras

de soro do paciente 17.

Resultados

128



Carga Viral

®
1456 o
o)
1082
718 A
@®
36,4 I
Infeccao
OpTrtunista
] T [ : 4 T I[ : 2 T I L d T h & I I[ y 2 T T 1 1 b4
o 3 12 19 26 33 42 47 54 61 [t a4 89 96 103 110 124 131 138 145 152
Infecciio HCMV dias pos transplante

Grafico 26- Perfil dos picos de carga viral do HHV-6 em PCR em tempo real em amostras
de DNA de leucocitos do paciente 18. Este paciente apresentou amplificacdo e
detecgdo da carga viral do HHV-6, mas ndo apresentou picos em amostras de

SOro.
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Grafico 27- Perfil dos picos de carga viral do HHV-6 em PCR em tempo real em amostras

de DNA de leucécitos do paciente 19.
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Grafico 28- Perfil dos picos de carga viral do HHV-6 em PCR em tempo real em amostras

de soro do paciente 19.
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Grafico 29- Perfil dos picos de carga viral do HHV-6 em PCR em tempo real em amostras

de DNA de leucdécitos do paciente 20.
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Grafico 30- Perfil dos picos de carga viral do HHV-6 em PCR em tempo real em amostras

de soro do paciente 20.
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Grafico 31- Perfil dos picos de carga viral do HHV-6 em PCR em tempo real em amostras

de DNA de leucécitos do paciente 22.
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Grifico 32- Perfil dos picos de carga viral do HHV-6 em PCR em tempo real em amostras

de soro do paciente 22.
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Grafico 33- Perfil dos picos de carga viral do HHV-6 em PCR em tempo real em amostras

de DNA de leucécitos do paciente 23.
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Grafico 34- Perfil dos picos de carga viral do HHV-6 em PCR em tempo real em amostras

de soro do paciente 23.
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Grafico 35- Perfil dos picos de carga viral do HHV-6 em PCR em tempo real em amostras

de DNA de leucdcitos do paciente 24.
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Grafico 36- Perfil dos picos de carga viral do HHV-6 em PCR em tempo real em amostras

de soro do paciente 24.
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Grafico 37- Perfil dos picos de carga viral do HHV-6 em PCR em tempo real em amostras
de DNA de leucocitos do paciente 25. Este paciente apresentou, ndo

apresentou picos em amostras de soro.
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Grafico 38- Perfil dos picos de carga viral do HHV-6 em PCR em tempo real em amostras
de DNA de leucécitos do paciente 26. Este paciente ndo apresentou picos em

amostras de DNA soro.
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Grafico 39- Perfil dos picos de carga viral do HHV-6 em PCR em tempo real em amostras

de DNA de leucécitos do paciente 27.
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Grafico 40- Perfil dos picos de carga viral do HHV-6 em PCR em tempo real em amostras

de soro do paciente 27.
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Grafico 41- Perfil dos picos de carga viral do HHV-6 em PCR em tempo real em amostras

de DNA de leucdcitos do paciente 29.
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Grafico 42- Perfil dos picos de carga viral do HHV-6 em PCR em tempo real em amostras

de soro do paciente 29.
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Grafico 43- Perfil dos picos de carga viral do HHV-6 em PCR em tempo real em amostras

de DNA de leucécitos do paciente 30.
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Grafico 44- Perfil dos picos de carga viral do HHV-6 em PCR em tempo real em amostras

de soro do paciente 30.
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4.13- Incidéncia de doenca por HCMYV e provavel doen¢a por HCMV

Dos 30 pacientes monitorados neste estudo, 2 desenvolveram doenca por
HCMV com uma mediana de 86,5 dias (80-93 dias) apés TCTH e ambos apresentaram
doenga gastrointestinal com confirmacdo da doenga por biopsia gastrointestinal. Dois
pacientes apresentaram provavel doenca por HCMV com mediana de 70,5 dias
(30-111 dias) ap6és TCTH, 1 com infeccdo gastrointestinal e outro com pneumonia

intersticial, ambos sem confirmagao por biopsia.

O paciente 9 apresentou doenga causada por HCMV confirmada no dia 80
pos-transplante. As manifestagdes clinicas relacionadas com a doenga no TGI ocorreram
concomitantemente com elevacao da carga viral do HCMV tanto em leucdcitos quanto em
soro como demonstrado nas figuras 16 e 17, e o reaparecimento dos sintomas ocorreu
juntamente com novo pico de carga viral. Houve rejei¢do ao transplante no dia 149, que se
localizava no periodo de elevag¢do da carga viral. Durante as elevagdes da carga viral do

HCMYV também ocorriam elevacdes da carga viral do HHV-6 neste paciente (figura 18)

Cinética da carga viral ao longo da monitorizagdo - HCMV
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Figura 16- Cinética da carga viral do HCMV em amostras de DNA de leucdcitos durante
monitoramento do paciente 9, que apresentou doenga causada por HCMV no

TGI. TTO GCV= tratamento com ganciclovir.
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Figura 17- Cinética da carga viral do HCMV em amostras de DNA de soro durante
monitoramento do paciente 9, que apresentou doenga causada por HCMV no

TGI. TTO GCV= tratamento com ganciclovir.
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Figura 18- Cinética da carga viral do HCMV e do HHV-6 durante monitoramento do

paciente 9.

O outro paciente que apresentou doenca causada por HCMV no TGI
(paciente 27), apresentou manifestacdes clinicas no dia 36 pos-transplante quando ocorria
também pico de carga viral do HCMV. Com o inicio do tratamento houve queda da carga
viral, porém no dia 147 durante tratamento de manutencdo houve novo pico de carga viral e

reaparecimento dos sintomas da doenga causada por HCMV (figura 19). A ocorréncia de
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infeccdo oportunista neste paciente foi durante elevacdo de carga viral do HCMV como
demonstrado na figura 20. A elevacdo da carga viral do HHV-6 ocorreu em dois momentos

concomitantemente com a do HCMV (figura 21).
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Figura 19- Cinética da carga viral do HCMV em amostras de DNA de leucdcitos durante
monitoramento do paciente 27, que apresentou doenga causada por HCMV no

TGI. TTO GCV= tratamento com ganciclovir.
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Figura 20- Cinética da carga viral do HCMV em amostras de DNA de soro durante

monitoramento do paciente27, que apresentou doenga causada por HCMV no

TGI. TTO GCV= tratamento com ganciclovir, IO= infec¢ao oportunista.
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Figura 21- Cinética da carga viral do HCMV e do HHV-6 durante monitoramento do

paciente 27.

4.14- Principais complicacées associadas a infecgao ativa viral (HHV-6 E HCMYV) e

transplante de células tronco hematopoiéticas

Dentre as principais ocorréncias em TCTH, o grupo monitorado apresentou 13
pacientes (43,33%) com DECH (doenca do enxerto contra o hospedeiro), 21 (70%) com
infec¢do oportunista, 5 (16,67%) tiveram rejeicao ao transplante e 4 (13,33%) apresentaram

disturbio neurolégico.

4.15- Monitoramento da terapia antiviral

A terapia antiviral instituida foi precoce com ganciclovir. Dos 30 pacientes 9
ndo foram tratados.Destes 6 pacientes ndo apresentaram infec¢do ativa por HCMV em
nenhum dos testes diagnodsticos ( antigenemia/nested-PCR em leucdcitos) pelos quais sdo
monitorados na rotina do servico de transplante de medula 6ssea. Porém 5 deles
apresentaram infecgdo ativa pelos testes realizados neste estudo, 4 para HCMV ¢ HHV-6 ¢

1 s6 para HCMV.
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Dos 3 pacientes que apresentaram infeccao ativa por HCMV pela rotina, 1 nao
foi tratado, pois, apresentou infec¢do ativa apenas pela nested-PCR sem apresentar
complicacdes e apresentou negativacdo dos testes diagnosticos em seguida. O paciente 6
ndo foi tratado, pois, quando apresentou confirmac¢do da infeccdo ativa pelos testes
disgnodsticos da rotina, havia apresentado complicacdes mais severas nao associada e
evoluiu a obito. O paciente 16 apresentou infeccdo ativa pela rotina no final do

acompanhamento deste estudo e pode ter sido tratado apds este periodo.

Dos pacientes que apresentaram infec¢ao ativa somente pelos testes envolvidos
neste estudo e que nao fazem parte do monitoramento da rotina do STMO, 2 apresentaram

infeccao oportunista e um deles apresentou rejeicdo ao transplante.

Os gréaficos 45 a 65 demonstram o monitoramento da carga viral nestes
pacientes, as datas das complicacdes apresentadas e o inicio e termino (quando ocorreu
dentro do periodo do acompanhamento do estudo) do tratamento antiviral. Alguns pacientes

ndo apresentam a data de término ,pois, estavam recebendo as doses de manutengao.
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Grafico 45- Monitoramento da terapia antiviral e carga viral do HCMV e HHV-6 no

paciente 1. TTO = inicio do tratamento
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Grafico 46- Monitoramento da terapia antiviral e carga viral do HCMV e HHV-6 no

paciente 2. TTO = inicio do tratamento, 10 = infec¢@o oportunista.
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Grifico 47- Monitoramento da terapia antiviral e carga viral do HCMV e HHV-6 no

paciente 3. TTO = inicio do tratamento, IO = infeccdo oportunista,

* CMV = provavel doenga por HCMV.
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Grafico 48- Monitoramento da terapia antiviral e carga viral do HCMV e HHV-6 no

paciente 5. TTO = inicio do tratamento, IO = infec¢ao oportunista.
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Grafico 49- Monitoramento da terapia antiviral e carga viral do HCMV e HHV-6 no

paciente 7. TTO = inicio do tratamento, = TTO = término do tratamento,

IO = infeccdo oportunista.
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Grafico 50- Monitoramento da terapia antiviral e carga viral do HCMV e HHV-6 no

paciente 8. TTO = inicio do tratamento, = TTO = término do tratamento,

IO = infeccdo oportunista, DECH = doenga do enxerto contra o hospedeiro.
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Grafico 51- Monitoramento da terapia antiviral e carga viral do HCMV e HHV-6 no

paciente 9. TTO = inicio do tratamento, DECH = doenca do enxerto contra o

hospedeiro, + CMV = doeng¢a por HCMV.
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Grafico 52- Monitoramento da terapia antiviral e carga viral do HCMV e HHV-6 no
paciente 10. TTO = inicio do tratamento, * TTO = término do tratamento,

IO = infec¢do oportunista, DECH = doenga do enxerto contra o hospedeiro,

DN = disttarbio neurolégico.
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Grafico 53- Monitoramento da terapia antiviral e carga viral do HCMV e HHV-6 no

paciente 11. TTO = inicio do tratamento, IO = infec¢do oportunista.
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Grafico 54- Monitoramento da terapia antiviral e carga viral do HCMV e HHV-6 no
paciente 12. TTO = inicio do tratamento, = TTO = término do tratamento,

DECH = doenca do enxerto contra o hospedeiro.
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Grafico 55- Monitoramento da terapia antiviral e carga viral do HCMV e HHV-6 no
paciente 13. TTO = inicio do tratamento, * TTO = término do tratamento,

DECH = doenga do enxerto contrao hospedeiro.
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Grafico 56- Monitoramento da terapia antiviral e carga viral do HCMV e HHV-6 no

paciente 14. TTO = inicio do tratamento.
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Grafico 57- Monitoramento da terapia antiviral e carga viral do HCMV e HHV-6 no

paciente 15. TTO = inicio do tratamento, * TTO = término do tratamento.
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Grafico 58- Monitoramento da terapia antiviral e carga viral do HCMV e HHV-6 no

paciente 18. TTO = inicio do tratamento, * TTO = término do tratamento,

IO = infecgdo oportunista.
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Grafico 59- Monitoramento da terapia antiviral e carga viral do HCMV e HHV-6 no

paciente 19. TTO = inicio do tratamento, IO = infeccdo oportunista,

DN = disturbio neurolégico.
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Paciente 20
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Grafico 60- Monitoramento da terapia antiviral e carga viral do HCMV e HHV-6 no
paciente 20. TTO = inicio do tratamento, IO = infec¢do oportunista,

DECH = doenca do enxerto contra o hospedeiro.
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Grafico 61- Monitoramento da terapia antiviral e carga viral do HCMV e HHV-6 no

paciente 23. TTO = inicio do tratamento, IO = infec¢do oportunista,

DECH = doenca do enxerto contra o hospedeiro, DN = distirbio neurologico.
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Paciente 24
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Grafico 62- Monitoramento da terapia antiviral e carga viral do HCMV e HHV-6 no

paciente 24. TTO = inicio do tratamento, DECH = doenga do enxerto contra

o hospedeiro.
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Grafico 63- Monitoramento da terapia antiviral e carga viral do HCMV e HHV-6 no

paciente 25. TTO = inicio do tratamento, IO = infec¢do oportunista,

DECH = doenca do enxerto contra o hospedeiro.
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Grafico 64- Monitoramento da terapia antiviral e carga viral do HCMV e HHV-6 no

paciente 27. TTO = inicio do tratamento, IO = infec¢do oportunista,

DECH = doenca do enxerto contra o hospedeiro, + CMV
HCMV.
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Grafico 65- Monitoramento da terapia antiviral e carga viral do HCMV e HHV-6 no

paciente 29. TTO = inicio do tratamento, IO = infeccdo oportunista,

DECH = doenca do enxerto contra o hospedeiro.
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As cargas virais estdo representadas em valores absolutos em escala
logaritimica. Os valores em amostras de leucocitos sdo dados em nimero de copias/10°*
células devido a correlagdo com a antigenemia. Para o HHV-6 também fizemos a
transformagdo para numero de copias/ng de DNA para comparagdo com a literatura. Os

valores de soro sdo expressos em numero de copias/ml.

4.16- Incidéncia de doenca/provavel doenca por HHV-6

Neste grupo de estudo, mesmo detectando viremia do HHV-6 e sintomas
associados a doenga por HHV-6, ndo foi possivel isolar todas as variaveis e afastar todas as

demais possibilidades para caracterizar doenca por HHV-6

4.17- Causas dos obitos

Os 30 pacientes monitorados, 13(43,33%) morreram ap6s o transplante com
uma mediana de 203 dias (33-534). Cinco pacientes morreram por progressao da doenga
(2 por leucemia linféide aguda, 1 por leucemia mieldide aguda, 1 por doenga de Kodgkin e
1 por mielofibrose), 1 evoluiu a 6bito por doenca por HCMV associada a GVHD agudo,
um por provavel doenca por HCMV, dois por infec¢do oportunista por Fusarium, um por
infeccdo hospitalar por Acinetobacter baumanni, um por pericardite, um por sinusite

fungica e um por infec¢do fungica.

Resultados

155



5- DISCUSSAO
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A doencga provocada por citomegalovirus ¢ uma das principais complicagdes
apos transplante de células tronco hematopoiéticas. O risco de desenvolver infec¢do ativa
por HCMV ¢ maior em pacientes que recebem transplante alogénico de células tronco
hematopoiéticas. A identificagdo e monitoramento da infec¢do ativa, reinfeccdo ou

reativacdo da infeccao ativa e um tratamento preventivo sao criticos para estes pacientes.

A reagdo em cadeia da polimerase qualitativa até recentemente era o método
mais usado para detec¢do da infecgdo ativa, porém, a PCR em tempo real (real-time-PCR)
que permite uma analise quantitativa, ja& que determina a carga viral, tem se tornado o
método de escolha, devido a sua rapidez e sensibilidade (Martin-Davila et al.,2005). No
Brasil, o primeiro estudo que utilizou a PCR na identificacdo da infecgdo ativa pelo HCMV
foi o trabalho de COSTA et al, 1999, utilizando a PCR simples, seguida de hibridizacao
especifica em amostras de urina de 37 pacientes transplantados renais. Os resultados foram
comparados com testes sorologicos (ELISA e Imunofluorescéncia) e mostraram que 32/37
pacientes (86,48%) apresentaram evidéncias de infec¢do ativa por HCMV; destes, 16
(43,2%) apresentaram manifestagdes clinicas sugestivas de provavel doenga por HCMV.

Esse estudo confirma a relevancia da infeccao ativa pelo HCMV apos o transplante renal.

A associacdo entre carga do DNA do HCMYV e risco para desenvolvimento da
doenga por HCMV foi descrita implicando na necessidade de realizar uma quantificagao e

monitoramento da carga do DNA do HCMV no periodo pos-transplante.

Neste trabalho desenvolvemos um ensaio de PCR em tempo real, construindo
uma curva padrdo especifica para o herpesvirus humano 6 (HHV-6) e uma curva padrio
especifica para o citomegalovirus humano também denominado herpesvirus humano
5 (HCMV), utilizando primers e sondas especificos. Utilizando esta metodologia
encontramos uma sensibilidade de 100% para a PCR em tempo real em amostras de
leucdcitos, e especificidade de 100% para PCR em tempo real em soro, o que sugere que
estas técnicas foram desenvolvidas com sucesso e sao boas metodologias para deteccdo da
infeccdo ativa por HCMV. Para os pacientes receptores de transplante de células tronco
hematopoiéticas, o teste de antigenemia para detec¢do da infeccdo ativa por HCMV ¢
realizado rotineiramente, o que permitiu que estes dados pudessem ser utilizados para a

determinagdo de um ponto de corte para diferenciar infec¢do ativa de laténcia viral.
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A determinag¢do do ponto de corte para amostras de leucocitos foi realizada
através da construcdo da curva ROC (receiver operator characteristic). Esta analise ¢ feita
utilizando os valores de carga viral obtidos com a PCR em tempo real em leucdcitos e os
valores encontrados com a antigenemia. O teste de antigenemia do antigeno pp65 € usado

como padrdo sendo 1 célula positiva/2x10° considerada como referencia.

Para o HHV-6 os testes de antigenemia ndo sdo realizados rotineiramente, e
sem estes valores para relacionar com a PCR em tempo real e construir a curva ROC, ndo
foi possivel determinar um ponto de corte para este virus. No entanto a literatura apresenta
estudos em pacientes receptores de células tronco hematopoiéticas, utilizando os mesmos
testes € a mesma relacdo que estabelecemos neste estudo para o HCMV para a
determina¢do do ponto de corte para o HHV-6. Utilizamos o valor de ponto de corte
encontrado na literatura de 100 copias/ug de DNA para identificar a infec¢do ativa por
HHV-6 em amostras de DNA de leucdcitos nos pacientes monitorados no presente estudo.
Este valor ¢ alto e somente 2 pacientes apresentaram infec¢do ativa, apesar de termos

detectado alta carga viral em varios casos.

Outro meio de identificagdo da infec¢do viral ativa € através da detec¢ao de
transcritos de genes tardios. A presenca de mRNA viral oferece uma grande vantagem na
diferenciagdo entre laténcia e infeccdo ativa (Gozlan et al, 1992), pois, ndo requer a
quantifica¢do da carga viral. A transcrigdo reversa acoplada a PCR para detec¢do de mRNA
de regides de splicing do HCMV tem sido demonstrados para regides dos genes
imediatamente precoces (IE) (Taylor-Wiedeman, 1991, Bitsh 1993; Velzing 1994), mas o
valor desta técnica como marcador da infec¢do ativa por HCMV pode ser questionada,
pois, os genes imediatamente precoces sdo transcritos durante durante periodo de laténcia
em mondcitos (Taylor-wiedman, 1994). RT-PCR que detecta transcritos tardios do HCMV

¢ um método mais relevante para identificacao da infecgao ativa viral.

Baseado em estudos de PCR para detec¢do de genes transcritos tardios em
regides de splicing do HCMV e do HHV-6, desenvolvemos RT-PCR para diagnostico da
infeccdo ativa por HCMV (Nelson et al 1996) e HHV-6(Norton,1999). Estes ensaios
permitem amplificar produtos com tamanhos diferentes de fragmentos que diferem RNA de

contaminagao com DNA residual.
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Entre os parametros que caracterizam a utilidade clinica da RT-PCR, o valor
preditivo positivo (VPP) ¢ o mais importante. O valor preditivo positivo encontrado neste
estudo foi de 86,7% para o HCMV, o que ¢ comparavel com outros estudos (Boriskin et al,
2002, Gerna et al, 2000) que encontraram um VPP entre 80 ¢ 100%. O estudo que
encontrou um VPP de 100% usou com “padrao ouro” testes de antigeno do HCMV que sao
limitados. N6s comparamos a RT-PCR com a Nested-PCR e PCR em tempo real que sao

testes superiores em termos de sensibilidade e especificidade.

No presente estudo, 30 pacientes que receberam transplante de celulas tronco
hematopoieticas foram monitorados para identificacdo da infeccdo ativa por HCMV e
HHV-6 pela nested PCR em amostras de DNA de soro e leucocitos, PCR em tempo real em
amostras de DNA de soro e leucocitos e pela RT-PCR. Utilizando todos os testes a infec¢ao
ativa por HCMV foi detectada em 29 pacientes (96,66%) e este achado sustentam a
relevancia do HCMV como fator de risco para o desenvolvimento de complicagdes

pos-transplante.

Utilizando todos os testes a infec¢ao ativa por HHV-6 foi identificada em 26
pacientes (86,66%), porém, como relatado na literatura a PCR para deteccdo do DNA do
HHV-6 em sangue ndo ¢ um bom marcador para infec¢do ativa por HHV-6,pois, ndo
distingui entre estagio de laténcia e replicagdo (IHIRA,et al ,2002). A detec¢do do DNA do
HHV-6 em amostras de soro ou plasma ¢ uma ferramenta mais util para caracterizagdo da
infec¢do ativa (Nitsche,2001), porém, identificamos apenas 1 paciente com infec¢do ativa
por esta técnica. Eliminando-se entdo os dados da nested-PCR em leucocitos, como
marcador de replicacdo viral, encontramos 25 pacientes (83,33%) positivos para infecgdo

ativa por HHV-6.

Dentre os testes para deteccdo da infecgdo ativa encontramos correlagdo entre a

RT-nPCR e a PCR em tempo real em leucocitos.

Além de todas as complicacdes associadas ao HHV-6 em pacientes
transplantados, seus efeitos indiretos parecem ser mais importantes do que as doengas
atribuidas a ele. Estudos sugerem que o HHV-6 possui um efeito imunomodulatério e pode
estar associado com a rejeigdo ao transplante e ocorréncia da doenga causada por

citomegalovirus (Singh,1997;Dockrell,1997; Desjardins,1998).
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Hé grandes evidéncias que sugerem o efeito imunomodulador do HHV-6.
Estudos in vitro demosntraram que a infec¢do em células T por HHV-6 resultam em
imunossupressdo, caracterizado por uma alteracdo na regulagdo do mRNA da interleucina-2
e da sintese protéica, acompanhada de uma significativa redu¢do na resposta celular
proliferativa (Flammand,1995). A imunossupressao geral induzida pelo HHV-6 predispoe o
paciente a infec¢des oportunistas ou pode ter interagdes mais especificas com o HCMV. O
HHV-6 modula a expressdo de citocinas em células mononucleares infectadas, incluindo
uma potente inducdo na producdo do fator de necrose tumoral (TNF-a)) (Flammand,1991).
O TNF-o estimula a regido promotora de genes imediatamente precoce do HCMV,
resultando em reativagdo do HCMV. Os estudos que avaliaram a relagdo entre infec¢ao por
HHV-6 e desenvolvimento da doenga por HCMV geralmente focaram suas analises em
marcadores soroldgicos. Dockrell et al, (1997) demonstrou que a soroconversao do HHV-6
¢ um fator de risco para desenvolvimento da doenga sintomatica por HCMV em pacientes
transplantados hepaticos, independente do uso de Muromonab-CD3 e do sorostatu D'/R".
Desjardins et al (1998) avaliou a soroconversdo do HHV-6 em receptores de transplante
renal e verificou sua associagdo com a doenga sintomatica e assintomatica por HCMV.
Estes estudos possuem como limitagdo o uso de testes soroldgicos, que ndo sdo métodos

eficientes, como marcadores da infecc¢ao por HHV-6.

Este presente estudo tem como vantagem o emprego de métodos moleculares
como marcadores da infeccdo ativa por HHV-6. Identificamos 25 pacientes com infec¢ao
ativa por HHV-6 e que também apresentaram infec¢do ativa por HCMV. Nos 4 pacientes
que apresentaram infec¢do ativa somente por HCMV, o HHV-6 foi detectado antes

demonstrando que 0 HCMV ndo apareceu isoladamente em nenhum paciente.

O HHV-6 ¢ detectado geralmente antes da doenca por HCMV na maioria dos
pacientes, dado este, confirmado neste estudo, onde dos 29 pacientes com infec¢do por
HCMYV, o HHV-6 foi detectado precocemente em 17 pacientes e em 7 pacientes a detec¢ao

foi concomitante, sendo assim o HCMV foi detectado precocemente em apenas 5 pacientes.

Os dois pacientes que apresentaram doenga por HCMV apresentaram os dois
virus, sendo que a deteccdo do HHV-6 foi precoce em ambos, um deles com alta carga viral

do HHV-6 em todo seguimento. Os dois pacientes com provavel doenga por HCMV,
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também apresentaram detec¢do precoce do HHV-6. Estes dados sugerem o efeito

imunomodulador do HHV-6 ¢ sua interagdo com o HCMV.

O paciente 9, que desenvolveu doenca por HCMV, apresentou dois episddios
de pico da carga viral do HHV-6 em leucocitos. O primeiro pico ocorreu no dia
1+ (217,5487 copias/10* celulas) e o outro pico dia 140+ (296,8179 copias/10* celulas),
sendo que no dia 1 apresentou também infec¢ao ativa por HCMV, no dia 140+ apresentou
recorréncia da infec¢gdo por HCMV e no dia 149+ ocorreu rejei¢do ao transplante. Em soro
apresentou dois pontos de pico dia 9+ (402,97 copias/0,2ml) e dia 119+ (402,97
copias/0,2ml).

O paciente 27 com também doenca por HCMV, apresentou picos da carga viral
do HHV-6 no sangue, nos dias 20+ (992,8436 copias/ 104celulas), 27+(1760,555
copias/10%celulas) e 49+(27221,5 copias/10*celulas),e pico no soro no dia 20+ (174,0816
copias/02ml), apresentando infeccdo ativa por HCMV nos dia 20 e 27 e recorréncia da

infec¢do no dia 49+.

O paciente 8 com provavel doenca por HCMV apresentou picos de carga viral
do HHV-6 no sangue dias 21+ (68,87239 copias/l10%celulas) e 47+ (34,96016
copias/10*celulas), no soro apresentou pico dia 131+ (402,5122 copias/02ml) e a infecgio

ativa por HCMV ocorreu dia 47+.

Um dos principais problemas para iniciar a terapia precoce estd na
determina¢do do melhor método para deteccdo da infeccdo ativa viral. A antigenemia ¢
reconhecida como um método sensivel e util de monitorizagdo da infeccdo ativa por
HCMYV (BOECK et al,1996), porém apresenta muitas desvantagens. O uso da citometria de
fluxo para solucionar os problemas encontrados com a antigenemia apresentou alguns
promissores resultados, porém ainda ndo ¢ uma técnica completamente satisfatoria.
(IMBERT-MARCILLE, 1997; POIRIER-TOULEMONDE, 2000). Estudos indicam
(MORI,2002; MORI 2000) que a PCR em tempo real ¢ mais sensivel e se correlaciona
melhor com os efeitos do tratamento antiviral que a antigenemia. A PCR em tempo real
orienta mais eficientemente a terapia precoce, mas nao previne completamente a ocorréncia

de doenca por HCMV. Neste presente estudo 9 pacientes ndo foram tratados precocemente
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com ganciclovir durante o periodo de acompanhamento do estudo. Destes, 6 pacientes nao
apresentaram detec¢do da infecgdo ativa por HCMYV pelos testes de detecg@o da rotina que
sdo a nested-PCR em leucdcitos e a antigenemia, porém, 5 deles apresentaram detecgdo da
infecgdo ativa por HCMV pela PCR em tempo real, e 4 apresentaram algum tipo de
complicagao como GVHD ou infec¢ao oportunista. Um dos pacientes nao tratados durante
o seguimento, apresentou nested-PCR positiva no final do monitoramento, sendo, entdo
tratados ap0s este periodo, porém, a PCR em tempo real ja havia detectado a infeccdo ativa
por HCMV com trés semanas de antecedéncia com resultados consistentes e consecutivos.
A infeccdo ativa por HHV-6 também foi detectada neste mesmo paciente, pela PCR em

tempo real, ainda no inicio do seguimento (dia+21).

Em outro caso de paciente ndo tratado, pela ndo deteccdo da infeccdo viral
ativa, pelos testes da rotina, houve rejei¢ao ao transplante no periodo de elevagdo da carga
viral do HCMV. Estes dados corroboram com dados da literatura que apontam a PCR em

tempo real como melhor método como estratégia para guiar a terapia precoce.

A identificagdo do melhor material para as analises de PCR ainda vem sendo
investigada. As amostras de DNA provenientes de soro indicam replicagdo viral ativa, ja
que detecta somente particulas virais livres, porém, as detec¢des de infecgdo ativa por
HCMV em amostras de DNA de leucocitos (PCR em tempo real e nested-PCR) foram
precoces em relacdo as andlises de amostras de soro. Para o HHV-6 a PCR em tempo real

em soro foi mais precoce que a detec¢dao em células.

A correlagdo entre GVHD ou DECH agudo e infec¢do ativa por HCMV sao
conhecidas ha tempo (Miller et al,1986), e no presente estudo todos os pacientes que
apresentaram GVHD agudo foram positivos para infec¢do ativa por HCMV em mais de um
teste diagnostico, corroborando com os dados publicados na literatura. Encontramos

correlacao entre nested-PCR em soro e GVHD agudo.
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6- CONCLUSAO
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* Monitorizou-se, prospectivamente, pacientes submetidos a TCTH em relacao
a infeccdo ativa e doenga por HCMV e HHV-6 utilizando as técnicas de
nested-PCR, PCR em tempo real e transcricdo reversa acoplada a

nested-PCR;

* Para deteccdo da infeccdo ativa por HCMV os melhores resultados
encontrados foram: melhor sensibilidade e valor preditivo negativo pela PCR
em tempo real em leucdcitos de 100%, melhor especificidade e valor

preditivo positivo pela PCR em tempo real em soro de 100%.

* De um modo geral o melhor teste para identifica¢do infecc¢do ativa por HCMV
foi a nested-PCR em soro com sensibilidade e especificidade de 83% e 82% e

valores preditivo positivo e negativo de 77% e 87% respectivamente.

* O método mais precoce para deteccdo da infeccdo ativa por HCMV ¢ a

nested-PCR em leucocitos com mediana de 33 dias.

e Para deteccdo da infec¢do ativa por HHV-6 os melhores resultados
encontrados foram: melhor especificidade e valor preditivo positivo pela PCR
em tempo real em leucdcitos de 100%, melhor especificidade pela PCR em
tempo real em soro de 85%, e valor preditivo positivo em conjunto pela PCR

em tempo real em soro e RT-nPCR de 72 %.

* O método mais precoce para detec¢dao da infecc¢do ativa por HHV-6 é a PCR

em tempo real em soro com mediana de 14 dias.

* Na maioria dos casos o HHV-6 foi detectado precocemente em relagdo ao

HCMV.

* Nos 25 casos de co-infec¢do, a maioria das infec¢Oes ativas foi precoce por

HHV-6.

* As complicagdes pOs-transplante de células tronco hematopoiéticas, infec¢ao
oportunista, rejeicdo ao transplante, DECH e doenca por HCMV tiveram alto
impacto clinico, resultando em 6 &bitos, os outros 5 6bitos ocorreram por

progressao da doenca.
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* Encontramos correlacdo entre DECH e infeccao ativa por HCMV.

* Encontramos correlagdo entre nested-PCR em soro e PCR em tempo real em

soro para detec¢do da infeccdo ativa por HCMV.

* Encontramos correlagdo entre nested-PCR em soro e PCR em tempo real em

leucécitos para deteccdo da infeccdo ativa por HCMV

* Encontramos correlagdo entre nested-PCR em leucécitos e RT-nPCR para

deteccao da infeccdo ativa por HHV-6.
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