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Consideracoes sobre o tempo...

Cinco segundos caminhando na praia é pouco.
Cinco segundos caminhando sobre brasas é muito.
Cinco minutos para quem precisa dormir é pouco.
Cinco minutos para quem precisa acordar é muito.

Um fim de semana de sol é pouco.

Um fim de semana de chuva é muito.
Um més de férias é pouco.

Um més sem descanso é muito.

Uma vida para quem doa é muito,

Mas uma vida para quem espera é tudo.
Tempo é vida!

Doe o6rgdos, doe vida!

(Ministério da Saiide)
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RESUMO

O citomegalovirus humano (HCMV) ¢ um virus cosmopolita pertencente a familia
Herpesviridae, subfamilia Betaherpesvirinae. E amplamente disseminado na populago,
com soroprevaléncia entre 40 e 100%. Sua transmissao se da através do contato direto com
secregOes contendo o virus como: sémen, secre¢do cervical, urina, saliva, leite materno,
hemoderivados e também através de transplante de o6rgdos e tecidos. Durante a infeccao
primaria o HCMV apresenta intensa replicagdo ¢ em seguida estabelece um estagio de
laténcia no hospedeiro. Periddicas reativagdes ocorrem em situagdes de estresse,
imunossupressao, doengas auto-imunes e uso de quimioterapicos. O impacto desta infec¢ao
em receptores de Transplante de Células Tronco Hematopoéticas (TCTH) ¢ grande
podendo causar pneumonia intersticial, doenca no trato gastrointestinal, hepatite,
mielossupressao, retinite, nefrite, encefalite, atraso da pega medular, doenca do enxerto
contra hospedeiro, infecgdes por outros organismos oportunistas, aceleracdo da perda do
enxerto e Obito. Por este motivo, ¢ de suma importancia o uso de técnicas laboratoriais,
suficientemente sensiveis e especificas, capazes de fazer o diagndstico precoce da infec¢ao
ativa pelo HCMV e estudos mais aprofundados sobre a real relagdo e correlagdo clinica
que estas técnicas apresentam a fim de prevenir o aparecimento da doenga pelo HCMV e
demais complicagdes associadas ao HCMV. Neste estudo foram monitorizados
semanalmente, 30 pacientes submetidos a TCTH do tipo alogénico desde o dia do
transplante até o dia 150 pods-transplante pelas técnicas de antigenemia, Nested-PCR e
Real-time PCR. O tratamento precoce com medicamento antiviral foi iniciado a partir dos
seguintes resultados: > 1 célula pp65 positiva/3x10° leucécitos e/ou 2 ou mais Nested-PCR

positivas consecutivas. O cut-off da Real-time PCR para a infecg¢do ativa pelo HCMV foi

XV



padronizado neste estudo, sendo de 418,39 copias virais/10* leucocitos periféricos. Vinte e
sete pacientes (90%) apresentaram infeccdo ativa pelo HCMV, com maior incidéncia
durante o segundo més p6s-TCTH. Destes 27 pacientes, 21 (77,78%) foram submetidos ao
tratamento precoce com Ganciclovir, 18 (66,67%) apresentaram infec¢des oportunistas, 11
(40,74%) tiveram DECH aguda, 9 pacientes (33,33%) tiveram infeccdo ativa recorrente
pelo HCMV, 5 (18,52%) tiveram rejei¢do cronica do enxerto, 2 (7,4%) desenvolveram
doenga pelo HCMV e 11 (40,47%) evoluiram a 6bito, sendo 1 (3,7%) por doenga por
HCMV associado a DECH aguda e infec¢do bacteriana. O teste mais precoce para o
diagnéstico da infecgdo ativa pelo HCMV foi a Nested-PCR com mediana de 33 dias pos-
TCTH, seguido pela Real-time PCR e antigenemia, ambas com mediana de 40 dias pos-
TCTH. A Real-time PCR foi o teste mais sensivel (S=92,3%) e que apresentou melhor
valor preditivo negativo (VPN=85,71%) para o diagnostico da infec¢ao ativa pelo HCMV.
Ja a antigenemia foi o teste mais especifico (E=77,77%) e que apresentou melhor valor
preditivo positivo (VPP=84,61%) para este diagndstico. Os testes utilizados no estudo
foram eficazes no monitoramento da infec¢do ativa pelo HCMV, pois somente 2 (7,4%)
dos 27 pacientes que apresentaram infecgdo ativa pelo HCMV desenvolveram doenga por

HCMV.
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ABSTRACT

Human cytomegalovirus (HCMV) is a member of the Herpesviridae family and
Betaherpesvirinae subfamily. HCMV is distributed worldwide, with prevalence of HCMV-
positive antibodies of 40% to 100%. Transmission occurs during close personal contact
with secretions of infected persons such as: semen, cervical secretions, urine, saliva, breast
milk, blood products and transplanted organs and hematopoietic stem cell. During primary
infection occurs intense replication followed by latent infection in host. Periodic
reactivations occur in stress situations, immunosuppression, autoimmune diseases and use
of chemotherapy. The impact of HCMV infection on recipients HSCT is large and can
cause pneumonitis, gastrointestinal diseases, hepatitis, marrowsuppression, retinitis,
nephritis, encephalitis, delay of bone marrow engraftment, severe acute graft-versus host
disease (GVHD), opportunistic infections, chronic rejection and death. For this reason it is
extremely important the use of sensitive and specific methods for early diagnostic of active
HCMYV infection and deeper studies about the real clinical relation and correlation these
techniques show in order to prevent the disease through HCMV and further complications
connected to HCMV. In this study 30 patients recipients of allogenic HSCT were
monitored at weekly intervals from D+0 to D+150 post-transplant by antigenemia, Nested-
PCR and Real-time PCR. Antiviral preemptive therapy was initiated upon a result > 1
positive pp65 cell/3x10° of PML and/or two or more consecutive positive Nested-PCR. The
optimal cut-off value by Real-time PCR for active HCMV infection was 418,39 copies/10"
of PBL. Twenty seven (90%) patients had active HCMV infection, with the highest
incidence occurring during the second month after HSCT. Twenty one (77,78%) of the 27

patients who had active HCMV infection received preemptive antiviral therapy with
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Ganciclovir, 18 (66,67%) had opportunist infection, 11 (40,74%) had acute graft-versus
host disease (GVHD), 9 (33,33%) had recurrence of HCMV infection, 5 (18,51%) had
chronic rejection, 2 (7,4%) developed HCMYV disease and 11 (40,47%) died, one (3,7%) by
HCMYV disease associated with GVHD and bacterial infection. The most precocious test
for diagnostic of active HCMV was Nested-PCR after a median of 33 days after HSCT
followed by Real-time PCR and antigenemia, both with a median of 40 days after HSCT.
Real-time PCR was the most sensitive (Sensitive=92,3%) and with the best predictive
negative value (PNV=85,71%) for diagnostic of active HCMV infection. Antigenemia was
the most specific (Specific=77,77%) and with the best predictive positive value
(PPV=84,61%) for this diagnostic. The three assays utilized in this study were effective in
active HCMYV infection surveillance because only 2 (7,4%) of 27 patients that had active

HCMYV infection had HCMYV disease.
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INTRODUCAO GERAL

1. CITOMEGALOVIRUS HUMANO

O citomegalovirus humano (HCMV) ¢ um virus cosmopolita pertencente a familia
Herpesviridae ¢ subfamilia Betaherpesvirinae (1,2,3). E considerado o maior membro da
familia e possui ultra-estrutura semelhante a de outros herpesvirus, comprovada por
microscopia eletronica, sendo, por este motivo, também conhecido como Herpes Virus
Humano tipo 5 (HHV 5) (4,5,6). Essa classificacdo também ¢ baseada nas propriedades
bioldgicas de especificidade do hospedeiro, ciclo de replicacdo e efeitos citopaticos em
geral (7). Os citomegalovirus t€m sido isolados de muitos vertebrados diferentes, entre eles,
camundongos, porquinhos-da-india, macacos ¢ o homem (8,9).

O HCMV possui como caracteristicas morfologicas a presenca de envelope, capsideo
e DNA linear com dupla-fita com 230 kilobases (3), o qual pode expressar mais de 70
genes, que produzem proteinas e enzimas que causam a destruicdo das células infectadas
durante a infec¢do (4). O HCMV causa inclusdes nucleares ¢ edema nas células do
hospedeiro, produzindo um aspecto conhecido como “olhos de coruja” (10). Esta
amplamente disseminado na populacdo, tendo sua soroprevaléncia geral entre 40 ¢ 100%.
Populagdes mais pobres apresentam maior nimero de individuos HCMV soropositivos (3).

O HCMYV ¢ um virus extremamente labil a 37°C, é inativado a 56°C durante 30
minutos, pH baixo (<5), exposi¢ao ao éter 20% por 2 horas, luz ultravioleta por 5 minutos e

ciclos de congelamento e descongelamento. E mais estavel na urina a 4°C (6).
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O HCMV ¢ um virus comum que pode causar infecgdes primarias e secundarias,
tendo como Unico reservatdrio natural o organismo humano (3). A transmissao viral se da
pelo contato direto com secregdes contendo o virus como: s€émen, secrecao cervical, urina,
saliva, leite materno (1,5), hemoderivados ou por transplantes de 6rgaos e tecidos (11).

A infecgdo primdria pelo HCMV ocorre geralmente na infincia e como todos os
herpesvirus, o HCMYV possui a capacidade de laténcia e de reativagdo (1,2,12,13).

Durante a infecg¢do primaria o HCMV apresenta intensa replicagdo (11) e em seguida
estabelece um estagio de laténcia em diversos grupos de células que asseguram a protecao
do genoma viral no organismo do hospedeiro. As células mononucleares, linfocitos T,
tecido endotelial vascular e glandulas s3o os provaveis sitios de laténcia (10,14). Periodicas
reativagdes ocorrem em situacdes de estresse, imunossupressao, doengas auto-imunes € uso
de quimioterapicos (12).

Em individuos imunocompetentes, geralmente, a infec¢do pelo HCMV passa
despercebida ou tem uma leve manifestagdo de doenga semelhante a sindrome da
mononucleose infecciosa, caracterizada por quadro febril prolongado, astenia, sudorese ¢
hepatoesplenomegalia, mal-estar, disfun¢des hepaticas e linfocitose atipica (6, 2,13, 15,
16).

Contudo, em pacientes imunossuprimidos, 0 HCMV ¢ associado a uma significante
morbidade e mortalidade (1,2,17,18,19). Durante a fase virémica, o HCMV pode acometer
os pulmdes, causando pneumonia intersticial, o figado, causando hepatite e o trato
gastrointestinal, com manifesta¢des de dor abdominal e diarréia (10).

Constituem grupos de risco para a infec¢do ativa pelo HCMV: recém-nascidos com
infec¢do congénita, portadores de HIV, transplantados de 6rgaos sélidos e de células tronco

hematopoéticas (TCTH).
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Em transplantes de 6rgdos e tecidos o maior determinante para a transmissao e
desenvolvimento da infec¢ao pelo HCMV ¢ o estado sorologico do receptor e do doador.
No TCTH outros fatores sdo levados em consideracao como idade, presenga de doenga de
enxerto contra hospedeiro, dose total de irradiacdo corpdrea e regime de condicionamento
(10). Em pacientes submetidos a TCTH os maiores danos estdo associados a pneumonia
intersticial, tendo como caracteristicas febre, tosse ndo produtiva, dispnéia, hipoxia e
diarréia. Em pacientes portadores do HIV pode causar cegueira, pneumonia, encefalites,
mielites e morte. O virus pode ser isolado em mais de 90% dos pacientes transplantados e
profundamente imunossuprimidos (1).

Por este motivo o diagnostico precoce da infeccdo ativa pelo HCMV ¢ de suma
importancia para guiar estratégias preventivas (preemptive terapy) com uso de
medicamentos antivirais, evitar o aparecimento da doenca por HCMV e diminuir o seu

impacto nos pacientes imunossuprimidos (6,20).

2. HISTORIO DO CITOMEGALOVIRUS HUMANO

O Citomegalovirus Humano (HCMYV) foi descrito primeiramente no final do século
XIX por Ribbert, que observou a presenca de grandes inclusdes intranucleares em formato
de “olhos de coruja” em tecido renal de um natimorto com sifilis. Sua observagdo nao foi
registrada até que 23 anos mais tarde, quando as primeiras ilustragdes dessas células
semelhantes a protozoarios, observadas nos rins, pulmdes e figado de outro natimorto com

sifilis congénita, fossem publicadas (21) (Figura 1).
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Em 1910, um grupo de pesquisadores chegou a conclusdo de que estas inclusdes
celulares eram resultado de uma infec¢do causada por protozoario € propuseram o nome de
Entamoeba mortinatalium para este suposto agente (22).

Em 1921, Goodpasture e Talbot descreveram a presenga de células citomegalicas
em glandulas submaxilares de criancas com infec¢des diversas, e sugeriram que estas
células poderiam ser de origem epitelial, ¢ ndo causadas por protozoarios. Além disso,
foram os primeiros a sugerir que as alteragdes celulares observadas eram similares as lesdes
da pele causadas pelo virus Varicella zoster (VZV), portanto, que a citomegalia poderia ser
provocada pelo efeito indireto de um agente similar. Eles também observaram que as
inclusdes nucleares estavam algumas vezes associadas a inclusdes no citoplasma (23).

Ainda em 1921, Tyzzer observou em bidpsia de lesao de pele inclusdes pequenas,
similares aquelas encontradas anteriormente (9), e Lipschutz, neste mesmo ano, também
descreveu inclusdes similares que foram associadas com lesdes em humanos e coelhos
infectados com herpes simples. Ele afirmou que as estruturas constituiam uma reacao
especifica da célula contra algum tipo de virus, sendo o primeiro a reconhecer esta
similaridade e postulou uma etiologia viral para a “Doenca de Inclusdo Citomegalica” (24).

A primeira evidéncia experimental para dar suporte a etiologia da “Doenca de
Inclusdo Citomegalica” ocorreu quando Cole e Kutner, em 1926, demonstraram a presenga
do virus em células de glandulas submaxilares de cobaias jovens que adquiriram a infec¢ao
apods terem recebido uma inoculagdo de glandulas salivares. Estes pesquisadores sugeriram
que o agente infeccioso pertencia ao grupo dos virus filtraveis, ja que o material do indculo
havia sido filtrado e era espécie-especifico (25).

Farber ¢ Wolbach, em 1932, em estudo retrospectivo, revisaram 183 autopsias de

criangas, sendo que 22 (12%) apresentaram inclusdes nas glandulas submaxilares, 2
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criancas mais velhas com inclusdes na parétida e glandula submandibular e 2 outras com
inclusdes no pulmao, figado, rins e pancreas. Em 13 de 22 casos, sintomas de pneumonia
foram observados. Os dois casos com inclusdes viscerais apresentaram sintomas de doenca
hemorragica e eritroblastose, respectivamente (26).

Smith e Vellios, em 1950, analisaram 89 casos de “Doeng¢a de Inclusao
Citomegalica” e constataram que a maioria dos casos de infeccdo generalizada ocorreu
durante os primeiros 2 anos de idade. Eles concluiram que a infec¢do poderia ocorrer no
utero ou no periodo neonatal (27).

Fetterman, em 1952, diagnosticou “Doenca de Inclusao Citomegalica” por exame
citolégico de urina ¢ Minder (1953), utilizando a microscopia eletronica, identificou a
particula viral (20,28). Margaret Smith conseguiu, em 1954, isolar o virus em cultura de
tecido, usando a infec¢do de glandula salivar de cobaia como modelo (29).

Em 1956, através das técnicas de cultura celular, o HCMV foi independentemente
isolado por trés laboratdrios distintos, em amostras de urina e tecido de criangas com
manifestagdes clinicas de provavel infec¢do pelo virus (11,27,30). Smith conseguiu isolar o
virus das glandulas salivares de 2 criancas (uma morreu de infec¢do citomegalica
generalizada). No mesmo ano, Rowe e colaboradores isolaram trés linhagens de HCMV de
tecido adenoidal de criangas submetidas a adenoidectomia e a partir destes estudos,
conseguiram adaptar uma linhagem de HCMV em laboratorio (AD 169), replicando em
culturas de fibroblastos humanos. Weller e colaboradores reconheceram o virus em
amostras de urina ¢ pulmido de criancas com “Doenca de Inclusdo Citomegalica”
generalizada. Em cada laboratorio foi detectado um efeito citopatico idéntico (9).

A partir de 1960, com a evolugdo nos processos cirirgicos para transplantes, a

infeccdo pelo HCMV comeca a ser reconhecida como uma patologia de importancia
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clinica, e passa a ser considerado o principal agente patogénico em hospedeiros
imunossuprimidos. Na década seguinte, foram organizados grupos de estudo para avaliar o
impacto da infeccdo nos pacientes imunossuprimidos e propor medidas para manter a
infeccao sob controle (31). A partir desta fase, o HCMYV foi, pela primeira vez, reconhecido
como principal patégeno em hospedeiros imunossuprimidos (6,32). Nesta mesma €poca, a
denominagdo de citomegalovirus foi proposta por Weller, substituindo as denominagdes de
“virus das glandulas salivares” ou “virus da Doenca de Inclusdo Citomegalica”, entre
outras, anteriormente utilizadas (33).

Em 1970 Weller propos o nome definitivo “Citomegalovirus” e listou trés critérios
para a identificagdo do citomegalovirus: tendéncia em causar infec¢do em glandula salivar,
crescimento lento (somente em linhagens celulares derivadas de seus hospedeiros naturais)
e formagao de inclusdes citoplasmaticas, além das inclusdes nucleares (9).

Em 1973, o grupo de Estudos dos Herpesvirus do Comité Internacional para a
Nomenclatura dos Virus recomendou que fosse dado um ntmero ardbico a todos os
herpesvirus, e o HCMV ficou classificado como Herpesvirus Humano 5 (HHV 5). Em
1979, o mesmo Comité reabilitou o nome Citomegalovirus. A familia Herpesviridae foi
dividida em tré€s subfamilias: Alphaherpesvirinae (Herpes simplex tipo 1 e 2, Herpes zoster
(HHV 3)), Bethaherpesvirinae (Citomegalovirus, Herpesvirus humano 6 e 7) e
Gammaherpesvirinae (Epstein Barr e Herpesvirus Humano 8) (5,34).

Foi iniciada, em 1980, a utilizagdo de medidas para o controle do virus com agentes
antivirais e intervengdes imunoldgicas, e atualmente, os avangos para a compreensao dessa
virose estdo relacionados aos aspectos moleculares da infecgdo e controle clinico,

principalmente nos grupos de risco (6,31).
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Em 1982, uma linhagem do Citomegalovirus humano (HCMV - cepa AD169), foi
adaptada em laboratorio por Tamashiro et al., que realizaram sua replicacdo em culturas de
fibroblastos humanos e caracterizaram a infeccdo pela presenca de lesdes focais
constituidas por células gigantes, contendo inclusdes intranucleares idénticas aquelas

observadas nos materiais precedentes de pacientes (9).

Figura 1. Primeiras ilustragdes das células “olhos de coruja” semelhantes a

protozodrios, observadas em rins de um natimorto com sifilis congénita (35).

3. ESTRUTURA VIRAL DO CITOMEGALOVIRUS HUMANO

O virion completo do HCMV ¢ composto por um envelope glicolipidico que contém
glicoproteinas virais em sua superficie, com didmetro final de 200nm, um capsideo
icosaédrico de 110 nm de didmetro composto por 162 capsdomeros, no interior do qual se
encontra o nucleo de 64 nm de diametro contendo o material genético (DNA). O capsideo ¢
rodeado por um material amorfico e assimétrico designado tegumento ou matriz (8,36,37)

(Figura 2).
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O genoma do HCMYV ¢ constituido por cadeia dupla de DNA linear e seu tamanho ¢
de aproximadamente 230 Kilobases (229.354 pares de bases — GeneBank NC001347) ou
massa molecular relativa de 150-155 x 10° e uma densidade de 1.716-1.717 g/cm3
correspondente a 58% de guanosina e citosina. Este grande genoma codifica mais de 200
proteinas e ¢ composto de duas regides unicas definidas como longa (Up) e curta (Us),
flanqueadas por seqiiéncias repetidas invertidas localizadas internamente (IR e IRs) e nas

extremidades (TRy e TRs) (7,38,39,40).

CapsOmero
Genoma

Tegumento ou Matriz
Envelope Lipidico

Glicoproteinas

Copywright 1994 — 97 Marko Reschke

Figura 2. Estrutura morfologica do citomegalovirus humano.
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4. CICLO DE CRESCIMENTO E EXPRESSAO GENICA DO

CITOMEGALOVIRUS HUMANO

Os mecanismos moleculares que determinam a permissividade das células para a
replicagcdo do HCMV ainda nao sdo claros, mas sabe-se que o virus pode penetrar em uma
variedade de células humanas sem que ocorra a replicagdo. Durante a infec¢do natural, a
replicagdo viral pode ocorrer em células epiteliais, endoteliais, musculares, mesenquimais,
hepatocitos, granuldcitos e macrofagos (25,41).

A replicacdo do HCMV em cultura celular e apds infectar o hospedeiro ¢ lenta, e o
periodo de possivel doenga pelo virus ¢ prolongado, podendo permanecer em estado
latente. Para iniciar a infecc¢do, € necessario que o virus seja adsorvido aos receptores de
superficie celular, resultado de uma cascata de interagdes entre proteinas virais e celulares,
seguido da fusdo do envelope viral com a lamela externa da membrana citoplasmatica.
Apds fusdo do envelope viral com a membrana citoplasmatica, o capsideo (com algumas
proteinas associadas ao tegumento) ¢ transportado para o poro nuclear onde o DNA viral ¢
langado no ntcleo. O DNA forma um circulo e € transcrito pelo maquindrio de transcri¢ao
celular. Outras proteinas do tegumento permanecem no citoplasma ou sdo transportadas
independentemente ao nucleo. O RNAm viral ¢ transportado para a célula hospedeira com
o capsideo e ¢ traduzido no citoplasma. Pelo menos uma das proteinas codificadas pelo
RNAm viral esta associada com a cadeia reticulo endoplasmatico — Complexo gongiense
(42) (Figura 3) . Esse processo ¢ rapido e eficiente tanto nos tipos celulares permissivos

quanto nos nao-permissivos. (43,44).
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Figura 3. Mecanismo de infeccdo do HCMV nas células do hospedeiro (45).

A replicacio do DNA viral comeca entre 14 e 24 horas apoés a infeccdo (46).
Durante a infeccdo ativa, o genoma do HCMV ¢ expresso em periodos coordenados e ¢
regulado por uma cascata de eventos transcricionais que levam a sintese de trés categorias
de proteinas virais denominadas: “immediate-early” (IE ou a), “early” (E ou B), e “late” (L

ouy) (8,47,48,49,50):

v a (IE) (0 a 2 horas pés-infecgdo) — os RNAm sdo transportados para o
citoplasma e sdo traduzidos; ocorre a producdo de certas proteinas regulatorias
que sdo transportadas para o nucleo e que permitem ao virus ter controle da
sintese macromolecular da célula hospedeira. Os genes transcritos nessa fase
podem ter influéncia na expressdo de outros genes virais, seus proprios genes e,

possivelmente, genes celulares;
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v" B (E) (2 a 24 horas pos-infec¢do) — inicia-se apos o periodo IE ¢ € caracterizada
pela replicacdo do DNA viral, produgdo de proteinas nas células infectadas e

producdo da progénie;

v v (L) (24 horas pds-infeccdo) — fase em que componentes estruturais ou de

maturagdo dos virus produzidos e o virus infectante sdo eliminados da célula.

As proteinas IE tém um impacto profundo sobre a fisiologia da célula hospedeira,
pois regulam a expressdao de um grande nimero de genes desta célula. A expressdao dos
genes E depende da presenca de proteinas IE funcionais e nao ¢ afetada por inibidores da
replicagdo do DNA viral, a maioria delas codifica proteinas ndo estruturais, inclusive
fatores de replicagdo do DNA viral, enzimas de reparo e proteinas envolvidas na evasao
imune. As proteinas L s3o a ultima classe de produtos génicos expressos durante a
replicacio do HCMV e elas tém, principalmente, papel estrutural e contribuem para a
adsorc¢do e morfogénese do virion (44).

Em um paciente imunocompetente, a infeccao ¢ controlada por células T citotoxicas
especificas para HCMV, e procede, geralmente, de forma assintomatica. O periodo de
incubacdo ¢ de quatro a doze semanas, quando o antigeno pode ser demonstrado. Nesse
periodo, ha o aparecimento de I[gG-HCMV ou, mais tarde, aumento de cerca de 4 vezes no
nivel de [gG-HCMV. No entanto, em pacientes imunossuprimidos que ndo receberam

tratamento adequado hé o risco de aparecimento da doen¢a provocada pelo HCMV (51).
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5. EPIDEMIOLOGIA DA INFECCAO ATIVA PELO CITOMEGALOVIRUS

HUMANO

Apo6s infeccao primaria, o HCMV permanece em laténcia, mas em situagdes de
estresse ou imunossupressao pode tornar-se ativo. Essas reativacdes temporarias podem ser
assintomaticas, causando pequeno dano ao hospedeiro, mas favorecendo a sua transmissao
a novos hospedeiros (22). A transmissdo pode ser horizontal ou vertical (52). Além disso,
ela pode ser resultante de trés padrdes epidemiologicos: infecgdo primaria em individuos
previamente soronegativos; secundaria por reativacdo da infec¢do latente e ainda
secundaria por reinfec¢do por outras linhagens do virus (20).

Estudos soroepidemioldgicos demonstram que a infec¢do pelo HCMV ocorre em
praticamente todas as regides do mundo (53), desde sociedades globalizadas até mesmo em
sociedades isoladas (54,55). De modo geral, as taxas de soroprevaléncia variam de 40% a
60% nos paises do hemisfério norte, enquanto na Africa e América Latina observam-se
taxas de soroprevaléncia que variam entre 80% a 100%. Por outro lado, existem evidéncias
de que a soroprevaléncia de anticorpos anti-HCMV ndo depende tanto da area geografica,
mas sim do nivel socioecondmico das comunidades estudadas, ja que amplas diferengas sao
observadas dentro de uma mesma 4area quando comunidades de caracteristicas
socioeconomicas diferentes sdo estudadas (56).

Hunter et al. no Alabama, Estados Unidos, demonstraram em uma mesma area
geografica que, enquanto 60% das gestantes de nivel médio ou alto tinham anticorpos anti-
HCMYV, as gestantes provenientes de comunidades de baixo nivel socioecondmico a

prevaléncia era de 85% (57). Resultados semelhantes foram observados em Sao Paulo, com
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taxas de soroprevaléncia variando de 65% a 85%, dependendo do nivel socioecondmico das
populagdes estudadas (56).

Essa variagdo, de acordo com as areas, pode ser explicada pelo fato de a transmissao
viral depender, em grande parte, da higiene, moradia e habitos da populacdo, ja que o
HCMYV ¢ encontrado em praticamente todos os liquidos corporais. Além disso, pelo fato da
mulher estar cada vez mais trabalhando fora de casa, um niimero maior de criancas passou
a habitar, por mais tempo, creches e escolas, facilitando a transmissdo. Quando um
individuo introduz o virus em casa, aproximadamente 50% dos moradores apresentardo
soroconversao num prazo de seis meses em média (58,59).

Na puberdade, entre 40% ¢ 80% das criangas apresentam sorologia positiva para o
HCMV, havendo um aumento para 70-90% nos adultos. A liberacdo de HCMYV através das
secre¢des do cérvice uterino ¢ comum na gravidez, variando de 1-2% no primeiro trimestre,
de 5-10% no segundo e no 10-15% no terceiro (60).

A infec¢do primaria pelo HCMV pode ocorrer no periodo pré-natal, perinatal, ou
pos-natal, tanto por vias naturais como através de transfusdes de sangue ou transplantes de

orgaos e tecidos (61).

6. PATOGENIA E PATOLOGIA DO CITOMEGALOVIUS HUMANO

A lesdo caracteristica da doenga por HCMV ¢ a inclusdo intracelular e
citoplasmatica. A inclusdo nuclear aparece de cor vermelho-purpura (acidofila na coloracao
por hematoxilina-eosina) cercada por um halo claro. A inclusdo citoplasmatica ¢ mais

granulosa, sendo basofila (61) (Figura 4). Nas proximidades das células infectadas,
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observam-se reacdes inflamatorias (geralmente linfomonocitaria) e necrose, com ou sem

calcificagao (61).

Figura 4. Inclusao intranuclear citomegalica em tecido pulmonar (62).

As células com inclusdo citomegalica estdo, em geral, amplamente disseminadas por
varios orgdos, tais como: glandulas salivares, rins, figado, pulmdes, sistema nervoso
central, pancreas, tiredide, supra-renais, aparelho digestorio, bago, timo, ganglios linfaticos,
hipofise, testiculos, ovarios, coragdo, musculos, medula dssea, pele e vasos sanguineos
(63).

Nos rins sdo encontradas células de inclusdo nos tabulos contornados, sendo mais
raro o comprometimento glomerular. Observa-se o quadro de nefrite intersticial, sendo a
reacdo inflamatoria do tipo linfoplasmocitario, com distribuicao focal ou difusa (63).

Nos pulmdes sdo encontradas células citomegalicas no interior dos alvéolos e
bronquios, com presenca de reacdo inflamatdria intersticial (pneumonia intersticial)

(64,65).
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No figado, observa-se nitida hepatomegalia com quadro de hepatite, necrose e focos
hemorragicos, podendo ocorrer fibrose do tipo porta. As células de inclusdo sao
encontradas no epitélio dos canais biliares, com menos frequéncia no epitélio capilar e
raramente no parénquima (63).

No sistema nervoso central podem ser observadas hemorragias subaracnodides e
intracerebrais, leptomeningite cronica, infiltragdo linfomonocitéria, lesdes degenerativas
dos neuronios, necrose, calcificagdo e dilatacdo dos ventriculos € no sistema digestorio
encontram-se ulceragdes, hemorragias e reagdes inflamatodrias (44).

No feto, a infeccdo ocorre por via placentdria, causando hiperplasia do sistema
reticulo endotelial (SRE), com consequente hepatoesplenomegalia e dissemina¢do para o
sistema nervoso central e supra-renais. No cérebro da crianca, 0 HCMV produz intensa
inflamacao (encefalite), com necrose de células nervosas e posterior calcificagdo (61).

A localizagdo do virus parece guardar estreita relagdo com a porta de entrada.
Assim, na infeccdo placentaria, o HCMV localiza-se principalmente no figado, bago,
sistema nervoso central, rins e supra-renais, enquanto, na infec¢o adquirida, hé localizacao
preferencial nos pulmdes (pneumonia intersticial) e ganglios linfaticos (61).

Acredita-se que o peso das criangas com doenga por HCMV seja baixo devido a
acdo inibitéria do HCMYV sobre o crescimento normal das células, com redugao substancial
do seu nimero em varios 6rgaos e tecidos. O HCMV, no sangue periférico, localiza-se no
interior de células leucocitarias, onde permanece viavel até 48 horas (61).

Estudos experimentais em animais de laboratério demonstraram que a
imunossupressdo, antes da inoculagido do HCMYV, impede a reag¢do inflamatoéria que

localiza e limita a extensdo da lesdo e, assim, resulta em uma infec¢do rapidamente fatal
(61).
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7. MINIFESTACOES CLINICAS ASSOCIADAS AO CITOMEGALOVIRUS

HUMANO

7.1 Sindrome da Mononucleose Infecciosa

A infeccdo primaria pelo HCMV pode ocasionar a sindrome da mononucleose
infecciosa, caracterizada por mal-estar, dor de cabeca, febre, dor de garganta (mais comum
na mononucleose causada por EBV), linfonodomegalia no pescoco ou generalizado,
hepatite leve e transitoria. Estima-se que 79% das mononucleoses infecciosas sao causadas
pelo virus Epstein-Barr (EBV) e os outros 21% s3o causadas pela infec¢do primdria pelo
HCMV. A transmissdo se da através da saliva, contato sexual, goticulas respiratorias e
transfusdo de sangue e acomete mais frequentemente adolescentes e adultos jovens,
podendo acometer também idosos e criangas pré-adolescentes (66).

O quadro hematolégico da sindrome da mononucleose infecciosa ¢ uma relativa
linfocitose, superior a 50% dos leucdcitos do sangue periférico. Destes, 10% ou mais sdo
compostos por linfocitos atipicos (66).

A sindrome da mononucleose infecciosa causada pelo HCMV ocorre sem uma fonte
clara de transmissdo, mas sabe-se que pode se dar através do beijo, transmissdo direta ou
indireta. Uma forma importante de transmissao direta € o contato sexual (66). A forma mais
facil de transmissdo tanto do HCMV quanto do EBV ¢ por transfusdo de sangue. O HCMV
também pode ser transmitido por transfusdo de leucdcitos (67). Quanto maior o nimero de
unidades de sangue transfundido a um paciente, maior serd o risco de transmissao, ¢ quando
uma grande quantidade de sangue ¢ transfundida, o HCMV pode ser considerado uma

causa de febre pos-transfusdo. Este risco de transmissdo ¢ reduzido com a presenca de
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anticorpos anti-HCMYV, deplecao de leucocitos e com o descarte da doagdao de sangue de

doadores soropositivos (34).

7.2 Pneumonia Intersticial

A pneumonia intersticial ¢ a complicagdo mais grave da doenga por HCMV em
pacientes submetidos a transplante de células tronco hematopoéicas (TCTH), apresentando
alta taxa de mortalidade (66).

A pneumonia intersticial ¢ definida pelos seguintes critérios: evidéncia de dano
alveolar extenso, revelado por infiltrados multilobulares, alteracdes na fisiologia pulmonar,
além de sintomas clinicos de pneumonia, tais como tosse, dispnéia e febre (10).

Em 2002, Ljungman et al. definiram que o diagnodstico da pneumonia causada pelo
HCMV ¢ caracterizado pela presenca de sinais e/ou sintomas de doenca pulmonar
combinado com a deteccdo do HCMV em lavado bronquio-alveolar ou bidpsia de pulmao.
A detecgdo deve ser realizada por cultura celular, testes histopatologicos, andlise

imunohistoquimica ou hibridizacao in situ (68).

7.3 Infec¢do no Trato Gastrointestinal

A infecg@o no trato gastrointestinal pelo HCMV era frequentemente diagnosticada
em pacientes HIV — positivos antes da era HAART (Highly Active AntiRetroviral
Treatment). O HCMV pode causar ulceras esofagicas e o diagndstico ¢ feito pela deteccao
de inclusdes intranucleares nos tecidos de bidpsias das tlceras, ou por cultura (66).

O HCMV pode também causar colite, e os pacientes acometidos apresentam
diarréia, perda de peso, anorexia e febre. A colonoscopia revela hemorragias difusas na

submucosa e ulceragdes difusas na mucosa intersticial. Bidpsias positivas evidenciam
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corpos de inclusdo tipicos, geralmente na mucosa epitelial (66) ou nas criptas da mucosa
(66). A biopsia pode revelar vasculite com infiltrado neutrofilico, células endoteliais
infectadas por HCMV e inflamagdes nao especificas (30).

Outras partes do sistema digestorio podem ser infectadas pelo HCMV. Pacientes
com AIDS podem apresentar pancreatite aguda por HCMV (69). Colecistite tem sido
associada com a presenca do HCMV no ducto biliar, vesicula biliar, e vias biliares (66).

Para se caracterizar a doenca gastrointestinal por HCMV deve haver a associagdo
clinica de sintomas gastrointestinais (colite, gastrite ou esofagite) ¢ histologia ou
imunohistoquimica positiva para HCMV de bidpsias de lesdes macroscopicas do trato

gastrointestinal (68).

7.4 Hepatite

A hepatite por HCMV ¢ geralmente associada a sindrome da mononucleose
infecciosa, sendo comumente leve ¢ raramente sintomatica em individuos
imunocompetentes (66).

Na biopsia do figado, o achado caracteristico da doenga por HCMV sdo as inclusdes
intranucleares. Elas podem ser encontradas nos hepatocitos e nas células de Kupffer, mas
sdo mais comuns nas células do epitélio biliar. Em pacientes imunossuprimidos, no entanto,
as inclusdes sao mais frequentes nos hepatocitos e a doenga € mais agressiva (70).

Para se diagnosticar a hepatite por HCMV o virus deve ser demonstrado em tecidos
de bidpsias hepaticas (por cultura, imunohistoquimica, hibridizacdo “in situ” ou PCR) em
combinagdo com: aumento de pelo menos duas vezes o valor méximo normal de ALT
(alanina aminotransferase) e achados histopatologicos consistentes com hepatite ou

colangite (68).
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7.5 Infeccao no Sistema Nervoso Central (SNC)

Embora nao se considere que o HCMV tenha tropismo pelo SNC, o HCMV pode,
ocasionalmente, causar infeccdo no SNC. Esta infeccdo pode acarretar encefalite, mielite,
poliradiculite e neuropatias multifocais. Mudangas de personalidade, dificuldade de
concentragdo e sonoléncia sao sintomas frequentes dessa infeccao (66).

O diagnéstico da doenga neurologica causada pelo HCMV associa sintomas como
encefalite, mielite transversal ou outros sinais de doenga difusa do SNC com a detecgao do
HCMV em liquido cerebroespinhal por cultura ou PCR, em tecido de bidpsia cerebral,

exames imunohistoquimicos ou por hibridizacao “in situ” (68).

7.6 Retinite

A retinite por HCMV ¢ a principal infeccio oftalmoldgica relacionada a Sindrome
da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) em estagio avangado, quando a contagem de CD4 ¢
menor que 50 células/mm? (71,72).

Antes do aparecimento da AIDS, a retinite por HCMV em adultos era observada
quase que exclusivamente em pacientes imunossuprimidos iatrogenicamente, incluindo
pacientes transplantados, submetidos a quimioterapia e terapia imunossupressora para
doencgas auto-imunes (73,74,75). Na literatura médica, ha relatos de poucos casos de
pacientes com retinite por HCMV sem infecg¢ado pelo HIV (76,77,78).

O curso clinico da retinite ¢ bastante variavel, com quadros graves de diminui¢do da
acuidade visual, alteragdo do campo visual, evoluindo com deslocamento de retina e
acometimento de 4reas nobres como a macula ¢ o nervo Optico, até as formas
oligossintomaticas com comprometimento de areas periféricas da retina. Muitos pacientes

evoluem para amaurose (72).
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O diagnodstico da doenca ocular por HCMV pode ser confirmado com o
aparecimento de lesdes oftalmologicas tipicas, com ou sem provas virologicas,
diagnosticadas pelo exame de fundo de olho, realizado pelo oftalmologista, com presenca
de retinite necrotizante com infiltrado branco algodonoso, areas de hemorragia, irite e

vitrite (68).

A B C

Figura 5. Retinite por HCMV. (A) Doenga no estagio inicial com comprometimento da
veia; (B) Dano retinal extensivo e hemorragia retinal; (C) Retinite por HCMV com papilite

(66).

8. MANIFESTACOES CLINICAS EM PACIENTES SUBMETIDOS A

TRANSPLANTE DE CELULAS TRONCO HEMATOPOETICAS

A infecgdo ativa pelo HCMV causa significante morbidade e mortalidade em

pacientes submetidos a TCTH ocorrendo entre 50 e 90% dos pacientes transplantados do

tipo alogénico. A alta incidéncia desta infeccao ocorre durante os trés primeiros meses pos-
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transplante devido a profunda imunossupressao em que estes pacientes se encontram neste
periodo (79,80,81).

O impacto desta infecgdo em receptores de TCTH varia desde soroconversao
assintomatica até pneumonia intersticial, doenca no trato gastrointestinal, hepatite,
mielossupressdo, retinite, nefrite, manifestagido no SNC e alteracdes hematologicas
(leucopenia e trombocitopenia) (10,82,83). A infeccao pelo HCMV pode estar associada a
manifestagdes mais graves como pancitopenia e hipoplasia da medula dssea, atraso da pega
medular, aparecimento da DECH (doeng¢a de enxerto contra hospedeiro) infecg¢des
oportunistas, aceleragdo da perda do enxerto e obito (84).

A pneumonia causada pelo HCMV ¢ a complicagdo mais comum no pos-transplante
de células tronco hematopoéticas, com taxa de mortalidade entre 60 ¢ 80% sem o uso do
ganciclovir e 50% com tratamento antiviral (85). Esta pneumonia geralmente mostra um
padrdo intersticial ao invés de doenca alveolar, mas nodulos podem ser diagnosticados em
exame de raio-X, ocorrendo, na maioria das vezes, durante os primeiros 120 dias pds-
transplante (56).

A pneumonia pelo HCMV geralmente ocorre em um periodo curto, duracdo
proxima a 2 semanas, apresentando complica¢des respiratorias. E caracterizada por hipoxia
e progressdo para insuficiéncia respiratoria, e parece derivar da combinagdo dos efeitos
citopaticos da replicagdo viral e do mecanismo imunopatolégico do hospedeiro. Febre,
tosse ndo-produtiva, e dispnéia que progride para hipoxia, precisando de ventilagdo
mecanica, sdo comuns nos casos mais graves. Uma parte da gravidade da pneumonia pelo
HCMYV esta associada a presenca de DECH localizada no pulmao, sendo responsavel por

82% das pneumonias em associagdo com o0 HCMV (66).
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A DECH ¢ uma manifestagdo clinica que ocorre somente em pacientes submetidos a
TCTH do tipo alogénico e resulta do ataque imunoldgico por parte das células
imunocompetentes do doador contra os tecidos do receptor. A DECH aguda ocorre nos cem
primeiros dias pds-TCTH e acomete entre 9% e 50% dos pacientes. Dentre os fatores de
risco para o desenvolvimento de DECH aguda esta a infec¢do ativa pelo HCMV.

Os principais o6rgaos atingidos pela DECH sao: pele, figado e trato gastrointestinal
(10). Na maioria dos pacientes, a primeira manifestagdo clinica € o rash maculopapular,
ocorrendo proximo da “pega” do enxerto comprometendo areas de implantacdo como
cabelo, orelha, ombros, palmas das maos e sola dos pés (86). O figado é o segundo 6rgao
mais envolvido e se manifesta com alteracdes nos testes de fungdo hepatica (10). O
comprometimento do trato gastrointestinal é geralmente grave e caracterizado por presenca
de diarréia e colicas abdominais. A doenga do trato gastrointestinal superior é caracterizada
por anorexia, dispepsia, nauseas e vomitos (87).

O risco de desenvolvimento da infecgdo ativa e da doenca por HCMV em pacientes

submetidos a TCTH varia de acordo com alguns fatores:

v’ Sorologia pré-transplante do doador (D) e receptor (R) em relagdo ao HCMV.
Assim, ha quatro combinagdes possiveis, sendo: D+/R-; D+/R+; D-/R+; D-/R-

(10) (Figura 6);

v Os pacientes com menor risco de desenvolvimento da doenga por HCMV estéo
incluidos na combinagdo D-/R-. Nestes pacientes, o maior fator de risco de
infec¢do pelo HCMV ¢ o uso de produtos sanguineos de doadores soropositivos

(83);
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v' Carga viral: a carga viral presente no material transplantado é diretamente

proporcional ao risco do aparecimento da doenca (19).

D+/R-|| D+/R+|| D-/R+|| D-/R-

+ Risco =

Figura 6. Estado soroldgico prévio ao transplante do Doador (D) e Receptor (R):

associacao ao risco de desenvolvimento da doenga por HCMV (10).

No transplante autdlogo a mortalidade ¢, na maioria das vezes, associada a recidiva
da doenca e no transplante alogénico, a mortalidade ¢ associada principalmente a
complicacdes decorrentes da imunossupressdao usada no tratamento DECH. Sendo assim,
devido a esta imunossupressao intensa, os pacientes transplantados alogénicos estdo mais

predispostos a graves complicagdes infecciosas (89).

9. DIAGNOSTICO DO CITOMEGALOVIRUS HUMANO

Existem duas estratégias de diagnoéstico da infecgdo ativa pelo HCMV: detec¢do

viral ou demonstra¢ao de uma resposta imunoldgica especifica.
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9.1 Deteccao Viral
9.1.1 Microscopia Eletronica

Dentre as vantagens deste método estdo a rapidez de liberacdo de resultados
positivos (entre 15 e 30 minutos) e a possibilidade de examinar materiais eventualmente
contaminados por fungos ou bactérias, que nao sdo apropriados para isolamento viral (22).
Esta técnica ¢ utilizada em amostras de urina de recém-nascidos com infec¢do congénita ou
perinatal que contem titulos elevados (103-106 TCIDs¢/mL) de HCMV. Usando a
microscopia eletronica, é possivel demonstrar esta viruria (90).

Diversos autores relataram que a detec¢do da infecgdo ativa pelo HCMV por
microscopia eletronica em recém-nascidos infectados ocorre em aproximadamente 80% dos
casos. Resultados falso-negativos sdo claramente atribuidos as amostras de urina que
apresentem baixos titulos de HCMV (<10* TCIDsy/mL). Ja a especificidade desta técnica
foi relatada em 100%, devido ao fato de que raramente qualquer outro herpesvirus humano
seja encontrado em titulos elevados na urina dos recém-nascidos (90).

A microscopia eletrdnica ndo pode ser usada em pacientes imunossuprimidos por
diversas razoes. Primeiramente, os titulos de HCMV encontrados em amostras clinicas de
adultos geralmente s3o mais baixos do que em recém-nascidos. Em segundo lugar, a
técnica de microscopia eletronica nao distingue os varios tipos de herpesvirus que
frequentemente infectam pacientes imunossuprimidos. Sendo assim, esta ndo ¢ considerada

uma boa técnica para guiar a terapia antiviral especifica para estes pacientes (90).

66



Figura 7. Aparéncia tipica do citomegalovirus humano pela microscopia eletronica

(60).

9.1.2 Exames Histopatologicos e Citologicos

O HCMV pode ser diagnosticado em preparagdes histologicas pela presenca de
inclusdes intranucleares conhecidas como “olhos de coruja” (Figura 8) podendo ser coradas
com hematoxilina-eosina, Papanicolau, ou Giemsa. Estas inclusdes podem ser encontradas
em fragmentos de tecidos dos tubulos renais, ductos biliares, parénquima pulmonar e
hepatico, intestino, glandula salivar, com menor frequéncia no tecido de cerebral, em
sedimento urindrio, lavado gastrico, broncoalveolar e outros materiais (22).

Histologicamente, a detec¢do dos corpos de inclusdo na amostra de tecido pode ser
um método altamente especifico para determinar o envolvimento do HCMV no 6rgao.
Apesar desta alta especificidade, este método apresenta baixa sensibilidade, podendo

acarretar em resultados falso-negativos (91).
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Figura 8. Aparéncia histologica post mortem de pneumonia intersticial causada pelo

HCMYV em um receptor de células tronco hematopoéticas (22).

9.1.3 Isolamento Viral por Cultura Cldssica

O isolamento viral em cultura de fibroblastos humanos ainda ¢ considerado, por
alguns autores, o diagndstico especifico mais apropriado para demonstrar a infec¢do ativa
pelo HCMV. Os agentes citopatogénicos revelam-se, na cultura de tecidos, pelo
aparecimento de grandes inclusdes nucleares eosinofilas, cercada por nitido halo claro,
ocorrendo grande aumento das células infectadas (Figura 9).

Os materiais que se inoculam nas culturas de tecidos sdo, preferencialmente,
esfregacos de mucosa cervical, mucosa oral, saliva, sémen, urina, bidpsia de figado ou da
pardtida, escarro, sangue, liquor, suco gastrico, ou qualquer outro material suspeito (61).

Este método ainda ¢ considerado o padrdo ouro para o diagnostico da doenca por
HCMYV, embora ndo seja tdo vidvel devido a necessidade de até quatro semanas para o
aparecimento do efeito citopatico, sendo este o principal obstaculo para o uso rotineiro

desta técnica (51).
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Esta técnica ¢ muito utilizada para se fazer a diferenciacao entre infeccdo congénita
ou perinatal, através do isolamento viral de bidpsia ou fluido corporal, principalmente
urina. Se este isolamento somente puder ser feito em quatro a oito semanas apds o
nascimento tem-se uma infecg¢do perinatal. Caso o isolamento for feito antes, diagnostica-se

uma infec¢do congénita (92).

Y7 R R

Figura 9. Efeito citopatico local tipico do HCMYV visto em cultura de fibroblasto humano

de pulmao de um embrido (22).

9.1.4 Técnica de “Shell vial” ou Cultura com Isolamento Rdpido

A técnica de “shell vial” é basicamente o isolamento viral classico com algumas
modificagdes, representando, assim, uma alternativa mais rapida de diagnodstico. Neste
caso, em vez de se esperar até quatro semanas pelo aparecimento do efeito citopatico,
adiciona-se uma mistura de anticorpos monoclonais contra diferentes antigenos do HCMV
com posterior centrifugacdo para facilitar o processo de penetragio do virus nos
fibroblastos, sendo a revelagdo feita em 24, 48 e 72 horas por imunofluorescéncia indireta -

IFI. Sua sensibilidade ¢ semelhante ao isolamento classico (51) (Figura 10).
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Figura 10. Cultura com isolamento rapido, fixado e corado 16 horas apds inoculagao,

mostrando proteinas virais no nucleo de fibroblastos humanos infectados (93).

9.1.5 Detec¢do do Antigeno pp65 do HCMV em Sangue Periférico (Antigenemia)

O método da antigenemia tem sido considerado um grande avango no diagnostico
da infecgdo ativa pelo HCMV em transplantes de 6rgaos e tecidos. A presenca de antigenos
virais em leucocitos do sangue periférico proporciona um marcador precoce de infeccao
ativa pelo HCMV (94).

A antigenemia ¢ baseada na detec¢do, a partir de anticorpos monoclonais, do
antigeno viral pp65, uma proteina estrutural expressa nos leucocitos do sangue durante a
fase precoce do ciclo de replicagdo do HCMV. O antigeno viral pp65 ¢ um marcador
indireto de infeccdo ativa pelo virus, onde altos niveis de antigenos sdo frequentemente
encontrados em pacientes com doenga por HCMV e baixos niveis correlacionam-se com
infeccoes assintomaticas (44).

Esta técnica tem sido considerada a mais adequada para diagnosticar a infeccdo

ativa pelo HCMV, guiar o inicio da terapia precoce e monitorizar a eficacia do tratamento
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com ganciclovir em pacientes imunossuprimidos (95). Ela apresenta boa sensibilidade para
estimar a carga viral sistémica e diagnostica células antigeno-positivas precocemente, (96)
indicando uma pré-disposi¢ao em desenvolver a doenca por HCMV (18,97).

Entretanto, este método apresenta algumas desvantagens como a necessidade de
processamento imediato das amostras, sendo recomendavel até 8 horas apos a coleta para
nao haver a diminui¢do da sensibilidade, além de poder apresentar resultados falso-
negativos em pacientes com grave neutropenia devido a imunossupressao (18,97).

Muitos estudos tém indicado a antigenemia como padrdo ouro guiar o tratamento

precoce da infec¢do ativa pelo HCMV (98,99).
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Figura 11. Detecgdo do antigeno pp65 do HCMV em sangue periférico de um paciente

submetido a transplante de células tronco hematopoéticas (93).

9.1.6 Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
A técnica da PCR baseia-se no processo de replicagdo do DNA. Durante a PCR sdo

usadas temperaturas elevadas de forma a separar as moléculas de DNA em duas cadeias
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simples, permitindo entdo a ligacdo de oligonucleodtideos iniciadores (primers). Para
amplificar uma determinada regido sao necessarios dois iniciadores complementares das
sequéncias que flanqueiam o fragmento do DNA a amplificar, nos seus terminais 3', de
modo a permitir a atuagdo da DNA polimerase durante a sintese da cadeia complementar,
usando como molde cada uma das duas cadeias simples constituintes do DNA a amplificar
(100). Apds o término da PCR, o produto da reagdo pode ser analisado por eletroforese em
gel (Figura 12).

A PCR vem substituindo gradativamente o isolamento viral classico por apresentarem
sensibilidade e especificidade semelhantes, além das vantagens como rapidez de execugdo,
aproximadamente 6 horas, e possibilidade de congelamento e armazenamento das amostras
(101).

Maior sensibilidade e especificidade foram alcangadas pela técnica de “Nested PCR”,
utilizada por Porter-Jordan et al. (102) e, Brytting et al. (103). Esta variagdo da PCR é uma
técnica que amplifica uma seqiiéncia alvo em dois passos: na primeira amplificagdo, utiliza-
se um par de iniciadores especificos para um fragmento alvo desejado; a partir do produto
desta 1* reagdo, um novo par de iniciadores ¢ utilizado para uma regido interna ao
fragmento anterior, por isso o aumento da sensibilidade e especificidade da reacao (104).

A Reagdo em Cadeia da Polimerase pode ser utilizada de forma qualitativa
(diagnostico por PCR simples), quantitativa pela Real-time PCR (quantificagdo da carga
viral), e pela Transcricdo Reversa Acoplada a PCR (RT-PCR) no diagndstico da replicagdo

viral.
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159 pb

Figura 12. Analise direta do fragmento amplificado (159 pb), apds eletroforese em gel de

agarose (M: marcador de peso molecular; C+: controle positivo; 1: amostra HCMV-negativa; 2: amostra

HCMV-positiva, C-: controle negativo)

9.1.7 Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (Real-time PCR)

A Real-time PCR representa um grande avango nos métodos moleculares de auxilio
diagnostico, particularmente por facilitar significativamente as tarefas de quantificacdo da
expressdo génica e carga de DNA (patdogeno especifico) em um determinado tecido ou
amostra biologica. O método utiliza um sistema fluorescente em plataforma capaz de
detectar a luz oriunda da reagdo de amplificagdo, apresentando alta sensibilidade e
especificidade, estas estando diretamente relacionadas a escolha dos “primers” e sondas (se
for o caso), e a precisdo ¢ determinada pela C; (threshold cycle), que ¢ calculada durante a
fase exponencial da reacdo (105).

O sistema TaqMan utiliza sondas marcadas com corantes fluorescentes e especificas
para o segmento génico cuja expressao se deseja estudar, e apresentam uma substincia
(fluordforo na posicdo 5' da sonda) que € capaz de absorver a energia luminosa emitida pelo
equipamento e dissipa-la na forma de luz e calor, em comprimento de onda diferente do

original (100).
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Outra forma de realiza¢do da Real-time PCR utiliza um corante, o Sybr Green, em
substituicdo a sonda Tagman. O principio do método estd baseado na deteccdo de
fluorescéncia no tubo de reacdo a medida que DNA dupla fita ¢ gerado, em virtude da
concentragdo do corante Sybr Green entre as cadeias de DNA geradas (100).

Ambos os sistemas de emissdo de luz (sonda TagMan e Sybr Green) podem ser
utilizados para deteccdo e quantificacdo pela Real-time PCR. O sistema TagMan aumenta a
especificidade da reacdo, mas apresenta um maior custo pela utilizagdo de um
oligonucleotideo modificado além dos primers habituais para PCR. J4 o Sybr Green ¢
agente inespecifico e revela qualquer dupla fita gerada na reacdo de amplificagao (100).

A Real-time PCR ¢ utilizada para a detec¢do e monitorizagdo da carga viral, sendo
utilizada principalmente em pacientes imunossuprimidos, por auxiliar na predi¢cao do risco

do paciente desenvolver doenga por HCMV.
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Figura 13. Curva de amplificagdo do DNA do HCMV pela Real-time PCR (TagMan)
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9.1.8 Transcrig¢do Reversa Acoplada a PCR (RT-PCR)

A transcricao reversa acoplada a PCR ¢ baseada em uma reagdo de transcriptase
reversa, seguida de uma PCR. A partir do RNA, a enzima transcriptase reversa sintetiza
uma fita de DNA complementar (cDNA) e, a partir dai, a PCR ¢ executada com o cDNA.
Esta metodologia permite identificar genes transcritos pelo virus por ocasido de sua
replicagdo nas células do hospedeiro, permitindo assim a identificagdo da infecgdo ativa
(106). Estudos indicam esta técnica como sendo muito especifica e clinicamente mais util

que outras técnicas utilizadas como, isolamento de virus e técnicas de DNA e PCR (106).

9.2 Deteccao da Resposta Imunolégica
9.2.1 Métodos Sorologicos

As deteccdes de IgM e IgG por métodos sorologicos (imunofluorescéncia indireta,
ELISA, radioimunoensaio) sdo rotineiramente solicitadas, porém tém papel limitado nos
pacientes imunossuprimidos, ndo permitindo afastar ou confirmar esta infec¢do na auséncia
da deteccdo viral (61).

Entre os pacientes imunossuprimidos, ao contrario do que ocorre com os individuos
imunocompetentes, a presenga de IgM ndo significa obrigatoriamente infec¢do primaria, ja
que ¢ relativamente frequente observar pacientes previamente soropositivos apresentarem
elevagdes séricas da IgM especifica se ocorrer reativagdo ou reinfec¢do pelo HCMV
durante a terapia imunossupressora. Por outro lado, pacientes imunossuprimidos podem
apresentar infec¢do grave e, dependendo do grau de imunossupressdo, podem ser
encontrados resultados falso-negativos (61).

Conhecer o estado sorolégico em relagio ao HCMV de um individuo

imunossuprimido é um fator importante, ja que a soropositividade reflete uma infec¢ao
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anterior e, portanto, todos os individuos soropositivos abrigam o HCMV de forma latente,
podendo se reativar a qualquer momento. No TCTH ¢ necessaria a realizagdo da sorologia
pré-transplante para o HCMYV, tanto do receptor quanto do doador, para se escolher, quando
possivel, a melhor combinagdo entre eles, sendo preferencialmente, doadores HCMV-
negativos com receptores soronegativos. A relacao entre a sorologia do doador e do
receptor pode reduzir significantemente a incidéncia de doenga por HCMV nesses

pacientes (107).

10. PREVENCAO DA INFECCAO ATIVA E DOENCA PELO

CITOMEGALOVIRUS HUMANO

A prevencao da infec¢do ativa pelo HCMV nos grupos de risco esta diretamente
associada as rotas de transmissdo do mesmo. Em receptores de transplante o risco de uma
infeccdo primaria pode ser reduzido com a combinacdo de doadores e receptores
soronegativos, embora esta estratégia seja restrita devido a escassez de doagao de orgdos
(108). A profilaxia com drogas antivirais e terapia precoce também sdo uteis em pacientes
transplantados. A transmissdo do HCMV por transfusdo de sangue para individuos
imunossuprimidos, gestantes e recém-nascidos prematuros pode ser evitada usando sangue
e hemoderivados HCMV-negativos, filtrados, ou com deple¢do de leucocito (109). A
administracdo de uma vacina contra HCMV seria uma outra maneira de proteger os

pacientes considerados de risco (56).
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10.1 Vacina contra o Citomegalovirus Humano
Até o momento, ndo hé vacinas aprovadas para prevenir as infec¢des causadas pelo
HCMYV e, segundo anuncio da Novartis de 29 de dezembro de 2008, os ensaios clinicos de

fase II para este agente foram iniciados em 2009 (110).

11. ESTRATEGIAS DE TRATAMENTO

Medicamentos antivirais sao utilizados na profilaxia e tratamento da infecgao ativa e
doengca por HCMV em pacientes imunossuprimidos. Em individuos imunocompetentes a
infeccdo normalmente é solucionada sem intervengdo medicamentosa. Duas diferentes
estratégias terapéuticas podem ser empregadas para combater a infec¢do ativa pelo HCMV:

profilaxia universal ou terapia precoce (preemptive therapy) (44).

11.1 Profilaxia Universal

A profilaxia universal refere-se a estratégia que administra drogas antivirais a todos
os pacientes, independentemente dos resultados dos testes de investigacdo de viremia
(excluindo somente os doadores soronegativos com receptores negativos para o HCMV)
(93).

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.
(111) e Broeck e Bowden (112), mas falhou em um terceiro, de responsabilidade de
Winston et al. (113), onde a redug¢do da mortalidade nao foi atingida provavelmente porque

a neutropenia induzida pelo ganciclovir acarretou infecgdes bacterianas e fungicas fatais.
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Em conclusdo, a profilaxia antiviral pode ser util em alguns casos, mas ¢ uma
estratégia onde pacientes sao expostos a toxicidade da droga (mielossupressao e toxicidade

renal), possivel resisténcia antiviral e risco de infecgdes tardias pelo HCMV (114).

11.2 Terapia Precoce (Preemptive therapy)

O tratamento precoce foi descrito primeiramente no inicio da década de 1990 (115)
como meio de reduzir o aparecimento da doenga por 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 (93).

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). Monitorizagdo 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 monitorizacao da infecg¢do ativa pelo HCMV e consequente
tratamento precoce estd a reducdo do numero de pacientes expostos a toxicidade dos

medicamentos antivirais ¢ diminui¢do do risco de resisténcia a droga antivirais,

melhorando, assim, a relagdo custo-beneficio (116).
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12. MEDICAMENTOS UTILIZADOS NO TRATAMENTO ANTIVIRAL

12.1 Ganciclovir

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) (117).

Nas células infectadas pelo HCMV, o ganciclovir ¢ inicialmente fosforilado a
ganciclovir monofosfato pela quinase protéica viral UL97. Depois de ocorrer a fosforilagao,
diversas quinases celulares produzem o ganciclovir trifosfato, o qual ¢ lentamente
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
incorporac¢ao da desoxiguanosina trifosfato (DGTP) ao DNA pela DNA polimerase ¢ (b) a
incorporagao do trifosfato de ganciclovir ao DNA viral causa um subseqiliente término ou
alongamento muito limitado do DNA viral (117).

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 (61,94).

A resisténcia do HCMV ao ganciclovir € rara (aproximadamente 1%), mas deve ser
considerada em pacientes com resposta clinica repetidamente pobre ou com excre¢ao viral
persistente durante o tratamento. O principal mecanismo de resisténcia ao ganciclovir ¢ a
diminui¢do 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 (117).
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Quadro 1. Posologia do ganciclovir — Dose padrao para o tratamento de doenga por HCMV

Dose padriao 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 manuten¢do: 5 mg/kg administrada por infusdo intravenosa 3 vezes/semana

até 12 doses.

Quadro 2. Posologia do ganciclovir — Dose padrao para o tratamento de infec¢do ativa pelo

HCMV

Dose padriao para tratamento de infeccao ativa pelo HCMV

Tratamento de indugdo: 5 mg/kg administrada por infusdo intravenosa a cada 12 horas por
7 dias.
Tratamento de manutengdo: 5 mg/kg administrada por infusdo intravenosa 3 vezes/semana

até 12 doses.

12.2 Foscarnet

O foscarnet (4cido fosfonoférmico), andlogo do pirofosfato, ¢ um agente antiviral de
amplo espectro que inibe todas as viroses humanas conhecidas do grupo do herpes,
incluindo o HCMYV e alguns retrovirus, como o virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
em concentragdes que nao afetam o crescimento celular normal (116).

A agdo antiviral do foscarnet ocorre por inibi¢ao direta especifica da DNA
polimerase viral e transcriptase reversa em concentracdes que nao afetam a DNA
polimerase celular. Linhagens de HCMYV resistentes ao ganciclovir podem ser sensiveis ao
foscarnet (116).

Sua toxicidade ¢é principalmente renal, levando ao aumento dos niveis de creatinina

sérica de duas a trés vezes em 20% a 30% dos pacientes submetidos ao tratamento viral
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com esta droga. Outros efeitos colaterais observados com menor frequéncia sao

hipofosfatemia, convulsodes e tlceras penianas ou vulvares (94).

Quadro 3. Posologia do foscarnet — Dose padrao para o tratamento de doenca por HCMV

Dose padrao para tratamento de doenca por HCMV

Terapia de inducdo: 60 mg/kg na forma de infusdo intermitente a cada 8 horas por 2-3
semanas dependendo da resposta clinica.
Terapia de manutengdo: dose varia de 90 a 120 mg/kg administrada por infusdo diaria pelo

tempo que se considerar apropriado.

12.3 Valganciclovir

O valganciclovir ¢ um L-valil éster (pro-droga) do ganciclovir, que apos sua
administracao oral, ¢ rapidamente convertido para ganciclovir pelas esterases intestinal e
hepatica e a partir dai age interrompendo a reproducdo do HCMV. O ganciclovir ¢ um
analogo sintético da 2’- desoxiguanosina, a qual inibe a replicagdo dos virus do herpes, in
vitro ¢ in vivo (119).

A biodisponibilidade absoluta de ganciclovir a partir do valganciclovir ¢ de
aproximadamente 60%. Por ser uma pro-droga do ganciclovir, espera-se que os efeitos
colaterais sabidamente associados ao uso de ganciclovir podem ocorrer com valganciclovir
(119).

Estudos clinicos de valganciclovir foram realizados em pacientes com AIDS e
retinite por HCMV. O valganciclovir apresentou eficacia comparavel ao ganciclovir

intravenoso para tratamento da retinite por HCMV (119).
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Quadro 4. Posologia do valganciclovir — Dose padrao para o tratamento de doenga por

HCMV

Dose padrao para tratamento de doenca por HCMV

Terapia de indugdo: 900 mg (dois comprimidos de 450 mg) duas vezes ao dia durante 21
dias.

Tratamento de manutengdo: 900 mg (dois comprimidos de 450 mg) uma vez ao dia.

Quadro 5. Posologia do valganciclovir — Dose padrao para prevengdo da doenga por

HCMV em transplante de érgaos

Dose padrao para prevenciao da doenca por HCMYV em transplante de érgaos

A dose recomendada ¢ de 900 mg (dois comprimidos de 450 mg) uma vez ao dia. O
tratamento deve ser iniciado até o 10° dia ap6s o transplante e mantido até o 100° dia pos-

transplante.

12.4 Cidofovir

O cidofovir ¢ um nucleosideo andlogo da citosina e seu nome quimico € (S)-1[3-
hidroxido-2(phosphorylmethoxy)propyl] cytokine). O cidofovir s6 deve ser usado quando
outros agentes terapéuticos sao considerados inadequados (66).

Cidofovir tem sido associado com toxicidade renal moderada, similar ao descrito

para foscarnet em analise retrospectiva de experiéncias clinicas realizadas em centros da

Europa (120).
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Quadro 6. Posologia do cidofovir — Dose padrao para o tratamento do HCMV

Dose padriao para tratamento do HCMV

Tratamento de inducdo: 5 mg/kg (em perfusdo intravenosa a débito constante),
administrada uma vez por semana, durante duas semanas consecutivas.

Tratamento de manutencdo: 5 mg/kg (em perfusdo intravenosa a débito constante),
administrada de duas em duas semanas. Inicia-se duas semanas apds completar o

tratamento de inducao.
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Oljetivas




OBJETIVOS

Considerando-se a significante morbi-mortalidade associada ao Citomegalovirus
Humano em pacientes submetidos a transplante de células tronco hematopoéticas (TCTH) e
a necessidade do uso de técnicas laboratoriais sensiveis e especificas capazes de
diagnosticar precocemente e monitorizar a infec¢do ativa pelo HCMV nesses pacientes,

este trabalho teve como objetivos:

v Monitorizar, prospectivamente, pacientes submetidos a TCTH, em relagéo a
infecgdo ativa e doenga causadas pelo HCMV utilizando as técnicas de

antigenemia, Nested-PCR e Real-time PCR;

v Padronizar o “cut-off” da Real-time PCR para o diagndstico da infecgio

ativa pelo HCMV;

v Determinar os atributos das técnicas laboratoriais utilizadas a saber:

sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo

negativo e precocidade no  diagndstico de cada  técnica.
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Abstract

Background: Human cytomegalovirus (HCMV) infection still causes significant morbidity
and mortality following allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (HSCT). For
this reason it is extremely important the use of sensitive and specific methods for early
diagnostic of active HCMV infection and deeper studies about the real clinical relation and
correlation these techniques show in order to prevent the disease through HCMV and
further complications connected to HCMV.

Methods: After allogenic HSTC, thirty patients were monitored weekly for active HCMV
infection by pp65 antigenemia, Nested-PCR and Real-time PCR assays during the first 150
days after HSCT.

Results: Using ROC curves, the optimal cut-off value by Real-time PCR was
418.39 copies/10* of PBL, with sensitivity of 71.4 % and specificity of 89.7 %. Twenty
seven (90%) of the 30 analyzed patients had active HCMV infection and 2 (6.66%)
developed HCMV disease. Eleven (40.74%) of these 27 patients who had active HCMV
infection had occurrence of acute GVHD, 18 (66.66%) had opportunist infection, 5 (18.5%)
had chronic rejection and 11 (40.7%) died, one by HCMV disease associated with GVHD
and bacterial infection.

Conclusions: Our results suggest that antigenemia, Nested-PCR and Real-time PCR can be
used as markers for assessing the monitoring and the introduction of preemptive therapy.
The Nested-PCR detected active HCMV infection earlier than antigenemia and Real-time
PCR. The optimal cut-off value by Real-time PCR for therapeutic intervention needs to be

clearly defined to determine the maximal specificity for HCMV disease.
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Background

Human cytomegalovirus (HCMYV) infection still causes significant morbidity and mortality
following allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) [1] and occurs in 50—
90% of allogenic transplant recipients [2].

Prophylaxis with ganciclovir (GCV) during the first 100 days after transplantation results in
an effective prevention of HCMV disease in high risk patients, but is also associated with
significant myelotoxicity, increased incidence of invasive fungal infection, and late HCMV
disease due to delayed HCMV-specific T-cell response recovery [3,4,5]. In recent years, the
strategy of dealing with HCMV disease has moved from universal prophylaxis to
preemptive antiviral therapy, that has been shown to reduce the risk of HCMV disease [6].
Preemptive therapy reduces overall exposure of these patients to GCV by avoiding
unnecessary treatment and by initiating therapy before significant morbidity and mortality,
secondary to HCMV occurrence [7].

Thus, it is important early diagnosis guided by appropriate laboratory assays for the control
of this infection. The pp65 antigenemia has been used as a guide for preemptive therapy in
patients at risk of developing HCMV disease and to monitor the antiviral response [8,9],
while PCR is used to monitor the infection.

The aim of this study was the diagnosis and monitoring of active HCMV infection in
allogeneic HSCT patients by three different assays: antigenemia, Nested-PCR and Real-
time PCR in peripheral blood, and to define the HCMV DNA levels of virus replication that

warrant intervention with antiviral agents to accurately prevent HCMV disease.
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Methods

Patients

Between August 2006 and September 2008, 38 consecutive allogenic HSCT with HLA
identical sibling donors were carried out. Eight out of 38 patients were excluded because
they survived less than 30 days after transplantation. Therefore, 30 patients were considered
valuable for this study (Table 1). These patients were monitored prospectively for active
HCMV infection using antigenemia, Nested-PCR and Real-time PCR. A total of 557
peripheral blood samples were collected and tested for active HCMV infection by three
techniques at weekly intervals from D+0 to D+150 post-transplant. The protocol was
designed in accordance with the requirements for research involving human subjects in

Brazil, and was approved by the Institutional Ethics Committee.

Table 1. Characteristics of the group studied

Characteristic
Age — median in years (range) 40.5 (16-56)
Sex — male/female 17/13

Underlying disease —n (%)

Malignant disease

Acute lymphocytic leukemia (ALL) 4 (13.33%)
Acute myelogenous leukemia (AML) 10 (33.3%)
Chronic lymphocytic leukemia (CLL) 1 (3.33%)
Chronic myelogenous leukemia (CML) 4 (13.33%)
Non-Hodgkin’s lymphoma (NHD) 2 (6.67%)
Hodgkin’s disease (HD) 3 (10%)
Multiple myeloma (MM) 1 (3.33%)
Myelofibrosis 2 (6.67%)

Non-malignant disease
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Severe aplastic anaemia (SAA)
Acute GVHD — (n%)

Pretransplant CMV sorostatus — (n%)

3 (10%)
11 (36.67%)

D+/R+ 30 (100%)
Conditioning regimen — (n%)
Myeloablative transplant
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%)
Non-myeloablative transplant
FLU + TBI 9 (30%)
FLU + TBI + ARA-C 1 (3.33%)
GVHD prophylaxis — (n%)
CsP 2 (6.67%)
CsP + MMF 7 (23.33%)
CsP + MTX 20 (66.66%)
CsP + MTX + Mitoxantrone + Cy 1 (3.33%)
Stem cell source
Bone marrow 15 (50%)
Peripheral blood 15 (50%)
Deaths 13 (43.33%)

GVHD (Graft-versus-host disease); BU (Bussulfan) ; FLU (Fludarabine); Cy (Cyclophosphamide); VP-16
(Etoposide); TBI (Total body irradiation); ARA-C (Cytarabine); CsP (Cyclosporine); MMF (Mycophenolate
mofetil); MTX (Methotrexate).

Definitions
Active HCMYV infection, HCMV recurrence and HCMV disease were defined according to
published recommendations [10]. Active HCMV infection is defined as the isolation of the

HCMYV virus or detection of viral proteins or nucleic acid in any body fluid or tissue
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specimen. In this study we considered one or more positive cells by antigenemia assay
and/or two or more consecutive positive Nested-PCR and/or load HCMV >
418.39 copies/10* peripheral blood leukocytes (PBL) by Real-time PCR. HCMV recurrence
is defined as the new detection of HCMV infection in a patient who has had previously
documented infection and who has not had virus detected for an interval of at least 4 weeks
during active surveillance. HCMV disease was defined when HCMV was demonstrated in
biopsy specimens by immunohistochemical analysis and this was accompanied by clinical
signs and symptoms [10]. Probable HCMV disease was defined when clinical signs and
symptoms are present, but without accomplishment of biopsy.

Preemptive therapy was used to prevent the HCMV disease. Active HCMV infection was
treated with GCV (5 mg/Kg twice day, i.v) for 7 days, followed by a maintenance dose of 5
mg/Kg/day, i.v., three times a week for 4 weeks and HCMV disease was treated with GCV
(5 mg/Kg twice day, i.v) for 21 days, followed by a maintenance dose of 5 mg/Kg/day, i.v.,

three times a week for 4 weeks.

HCMYV pp65 antigenemia assay

Antigenemia is based on immunocytochemical detection of the early structural, lower
matrix protein (pp65) in polymorphonuclear leukocytes (PML), as described by Van der Bij
et al. [11], with some modifications, as described in Bonon et al. [12]. Blood samples were
collected in EDTA-containing tubes and transferred to the laboratory within 6h. Leukocytes
were isolated by dextran sedimentation method, followed by erythrocyte lysis. The cell
pellet was suspended in phosphate-buffered saline (PBS), and the polymorphonuclear
leukocytes (PML) were then centrifuged to prepare cytospin slides (3x10° of PML per

slide). The slides were air-dried and fixed with formaldehyde, then immunostained with
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monoclonal antibodies (Iq Products, Netherlands), and reacted with peroxidase-labeled
anti-mouse conjugate (HRP, Biotest, Dreieich, Germany). The test was carried out in

duplicate. Results were expressed as number of positive cells per slide.

Nucleic acid extraction by manual phenol-chloroform method

HCMV DNA was extracted from peripheral blood collected in EDTA-containing tubes.
The erythrocyte were lysed followed by lysis of leukocytes. The sample was transferred to
a tube containing 400 pl of extraction buffer (Tris-HCI [10 mM, pH 7.6], KCI [10mM],
MgCI? [10mM], NaCl [0,4 M], EDTA [2 mM]) and 25 pl of sodium dodecyl sulfate
[10%], and incubated at 55°C for 30 minutes. The supernatant was then purified by phenol-
chloroform isoamilic alcohol (24:1) followed by purification with chloroform isoamilic
alcohol (24:1). DNA was precipitated with ethanol, resuspended in 25ul of distilled water

and stored at -20°C until use.

Nested-PCR

HCMYV DNA in blood specimens was detected by Nested-PCR using primers, as described
by Demmler et al. [13] and Shibata et al. [14]. HCMV DNA was extracted from peripheral
blood by a manual phenol-chloroform method. The primers were selected from the MIE
region of HCMV-AD169. The size of the PCR amplification products was 159 base pairs.
The same protocol was used to amplify the human B-globin gene sequence to guarantee the

quality of the extracted DNA.
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Real-time PCR

The sequences of the PCR primers and probe were selected from the US17 region of
HCMV AD169. The forward and reverse primers were 5> GAAGGTGCAGGTGCCCTG
3> and 5> GTGTCGACGAACGACGTACG 3’, respectively. The Taqg Man probe selected
between both primers was fluorescence labeled with 6-carboxyfluorescein at the 5’ end as
the reporter dye and 6-carboxytetrametthylrhodamine at the 3’ end as the quencher (5' FAM
ACGGTGCTGTAGACCCGCATACAAA TAMRA3ZJ'). A search of databases indicated
that neither the primers nor the probes shared significant homology with any known
nucleotide sequence. The reference standard curve for calibration of HCMV copy numbers
was constructed inserting the US17 amplicon, respectively, into a plasmid PROMEGA P
GEM — T Easy Vector System I (promega), using a cloning strategy and propagated in
competent Escherichia coli cells. For this construct, plasmid DNA was purified in columns
with SV Wizard Purification System (Promega) and DNA concentration was determined
by measuring OD260 using a NanoDrop ND-1000 spectrothotometer and the
corresponding copy number was then calculated. The construct was serially diluted in water
within a range of 10% to 107 copies /ul. The Real-time PCR was performed with a 12 pl
mixture containing: 3mM MgCl,; 10 uM dATP, dCTP, dGTP , dTTP; 5 U/ ul of Platinum
Taq (Invitogen), 60ng DNA templates, 150nM of the foward and reverse primers
(HCMVUSI17F-HCMVUSI7R for HCMV detection) and 2 uM of the specific Taq Man
probe (PE Applied Biosystems). The PCR was performed in 96-well microliter plates under
the follow conditions: 1 cycle at 50°C for 2 minutes and 95°C for 10 minutes and 45 cycles
at 95°C 15 seconds and 60°C for 1 minute. The B-actin gene amplification was performed

under the same PCR conditions described above for the reaction control using 2uM B-actin
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Probe (FAM™ Probe), 3uM B-actin Forward Primer, and 3uM B-actin Reverse Primer

(TagMan® B-actin Detection Reagents).

Statistical analysis

Receiver operating characteristic (ROC) plot analysis was performed to determine a
threshold value of the HCMV DNA load in peripheral blood leukocytes (PBL) for initiating
treatment. Using 1 pp65 antigen positive cell/3x10° of PML as the reference standard, the
sensitivities and specificities were calculated to determine optimal cut-off value for HCMV
DNA copies. ROC curves of sensitivity versus (1-specificity) were plotted for each cut-off
value of HCMV DNA copies. Probability density function (pdf) was used to describe the
probability of active HCMV infections occurence during the period of monitoring. A
contingency table was used to calculate the sensitivity, specificity and positive (PPV) and
negative predictive values (NPV) of the Nested-PCR and Real-time PCR using pp65
antigenemia > 1 pp65 antigen positive cell as the reference standard. The Fisher’s exact test
was used to calculate the probability of association between active HCMV infection and

HCMV disease, acute GVHD, opportunist infection, graft rejection and death.

Results

ROC curve analysis

Using ROC curves, optimal cut-off points for viral load performed by Real-time PCR in
peripheral blood leukocytes (PBL) were calculated for one specific antigenemia value: >1
positive cell/3x10° of PML. The optimal cut-off value for Real-time PCR in peripheral
blood leukocytes was 418.39 copies/10* of PBL, with a sensitivity of 71.4% and specificity

of 89.7 % (Figure 1).
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Figure 1. ROC curve analysis for antigenemia value of >1 pp65-positive cells/200000

leukocytes from PBMC for establishing the optimal level cut-off for Real-time PCR

Active HCMYV infection

The highest incidence of active HCMV infections occurred during the second month (31 —
60 days) post transplant with a percentage of active HCMV infection of 76.67% and
maximum value of probability density of 0.010 at day 44.38 after HSCT (Figure 2). Twenty
seven (90%) of the 30 analyzed patients had active HCMV infection, 9 (30%) had
recurrence of HCMV infection, 2 developed probable HCMV disease (6.67%) and 2
(6.67%) developed HCMV disease. Twenty seven (90%) of the 30 analyzed patients had
active HCMV infection, detected by antigenemia and/or Nested-PCR and/or Real-time
PCR. Twenty one (77.78%) of the 27 patients who had active HCMV infection received

preemptive antiviral therapy, 11 (40.74%) had occurrence of acute graft-versus host disease
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(GVHD), 18 (66.67%) had opportunist infection, 5 (18.51%) had chronic rejection and 11

(40.74%) died (Table 2).
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Figure 2. Probability density of active HCMV infection during the first 150 days after

HSCT

Table 2. Occurrence of active HCMYV infection versus complications associated with HSCT

Active HCMYV Infection

Positive Negative Median (days) Range P
Recurrence of Active 9/27 0/3 114 46 — 152 NS
HCMV Infection
HCMV Disease 2/27 0/3 86.5 80 -93 NS
Acute GVHD 11/27 0/3 77 26 -96 NS
Opportunist Infection 18/27 3/3 20 3 —348 NS
Graft Rejection 5127 0/0 166 51-199 NS
Death 11/27 2/3 203 33-534 NS

HCMV, human cytomegalovirus; GVHD, graft-versus host disease; NS, not significant; *Fisher’s exact test.
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Comparisons of the pp65 antigenemia assay, Nested-PCR and Real-time PCR

A total of 557 weekly samples were obtained from 30 patients and analyzed by
antigenemia, Nested-PCR and Real-time PCR assays. A total of 35 samples obtained from
13 patients were positive by antigenemia assay, 154 samples from 21 patients were positive
by Nested-PCR and 78 samples from 23 patients were positive by Real-time (Table 3). Ten
patients were positive by three assays (antigenemia, Nested-PCR and Real-time PCR), 2
patients were positive by antigenemia and Real-time PCR, 1 patient was positive by
antigenemia and Nested-PCR, 7 patients were positive by Nested-PCR and Real-time PCR,
4 patients were positive by Real-time PCR only and 3 patients were positive by Nested-
PCR only. The sensitivity and specificity of the antigenemia were 52.38% and 77.77%, and
the positive predictive value (PPV) and the negative predictive value (NPV) were 84.61%
and 41.17%. The Nested-PCR showed a sensitivity of 84.61%, specificity of 41.18%, PPV
of 52.38% and NPV of 77.78% and the Real-time PCR presented the sensitivity of 92.3%,

specificity of 35.3%, PPV of 52.17% and NPV of 85.71% (Table 4).

Table 3. Comparison between Antigenemia, Nested-PCR and Real-time results

Antigenemia* Total
Positive Negative

Nested-PCR
Positive 11 10 21
Negative 2 7 9
Total 13 17

Real-time
Positive 12 11 23
Negative 1 6 7
Total 13 17

* Antigenemia was the reference standard.
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Table 4. Results of contingency table analysis using pp65 antigenemia was the reference

standard

Antigenemia Nested-PCR Real-time PCR
Sensitivity 52.38% 84.61% 92.3%
Specificity 77.77% 41.18% 35.3%
PPV 84.61% 52.38% 52.17%
NPV 41.17% 77.78% 85.71%
Reference Standard Nested-PCR Antigenemia Antigenemia

PPV, positive predictive value; NPV, negative predictive value.

Time to detection of pp65 antigenemia, Nested-PCR and Real-time PCR in transplanted
patients

Thirteen (43.33%) of the 30 patients monitored developed positive pp65 antigenemia after
a median of 40 days (range 29-152 days), 21 (70%) developed a consecutive positive
Nested-PCR after a median of 33 days (range 0-126 days), while 23 (76.66%) developed
positive Real-time PCR after a median of 40 days (range 0 - 119 days) from HSCT (Table

5).

Table 5. Time to until detection of active HCMV infection by antigenemia, Nested-PCR

and Real-time PCR

N° Patients Median Range
(days after TCTH)
Patients with active HCMV infection 27 (90%) 33 0-119
Positive antigenemia (%) 13 (43.33%) 40 29 - 152
Positive Nested-PCR (%) 21 (70%) 33 0-126
Positive Real-time PCR (%) 23 (76.66%) 40 0-119

HCMYV, human cytomegalovirus.
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Incidence of HCMYV disease and probable HCMYV disease

Two of the 30 patients developed HCMV disease after a median of 86.5 days (range 80-93
days) from HSCT and both had gastrointestinal disease with demonstration of HCMV
infection in gastrointestinal tract biopsy specimens. Two patients had probable HCMV
disease after a median of 70.5 days (range 30-111 days) from HSCT, 1 had gastrointestinal
infection and other had interstitial pneumonia, both without accomplishment of biopsy. The

patient who had interstitial pneumonia died of this cause at 33 days after HSCT.

Causes of death

Thirteen (43.33%) of the 30 patients monitored died after a median of 203 days (33 - 534
days) from HSCT: five due to disease progression (two acute lymphocytic leukemia, one
acute myelogenous leukemia, one Hodgkin’s disease and one myelofibrosis), one by
HCMYV disease associated with GVHD and bacterial infection, one by probable HCMV
disease, two by Fusarium, one by Acinetobacter baumanni, one by pericarditis, one by

fungal sinusitis and one by fungal infection.

Discussion

Hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) is an important therapeutic tool for
malignant and non-malignant disorders and HCMV reactivation is common in this
population of patients due to the immunocompromised state of patients [15].

The impact of HCMV infection on this patients extends beyond direct clinical
manifestations (e.g. pneumonitis, gastrointestinal diseases, hepatitis, marrow suppression)
and includes indirect effects such as increased incidence of other opportunistic infections

and decreased patient survival [16,17]. Other HCMV-associated problems in this patient
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population include severe acute graft-versus host disease (GVHD) and even death from
myelosuppression [18]. In addition to direct disease, many groups over the past three
decades have implicated HCMYV in the acceleration of long-term disease processes such as
increased graft loss due to acute and chronic rejection in HSCT patients [18].

Prophylactic treatment with GCV has been used to decrease the incidence of HCMV
disease, however, GCV may also lead to unnecessary drug toxicity and the development of
resistant strains [19]. Preemptive antiviral therapy is more appropriate for preventing
HCMYV disease. It consists of the administration of antiviral agents after transplantation to
individuals with microbiological markers that predict HCMV disease [9,20].

Despite major advances in treatment and prevention, HCMV infections remain an
important cause of morbidity and mortality in HSCT recipients [21]. The highest incidence
of HCMV infections occurs during the first 3 post-transplant months [22], secondary to the
greatest degree of immunosuppression [23,24,25]. In our study, the highest incidence of
active HCMYV infections occured during the second month (31 — 60 days) post-transplant
with a percentage of active HCMYV infection of 76.67% and maximum value of probability
density of 0.010 in the 44.38 days after HSCT, corroborating data in the literature.

Different techniques, with different sensitivities, can be utilized to diagnose HCMV
infection. However, HCMV DNA can be detected in a substantial number of patients not at
risk of HCMV disease, so that it’s necessary to define an optimal cut-off value to
distinguish between the latent and active forms of the infection [26]. Preemptive therapy
strategies require monitoring by highly predictive tests for HCMV disease and the most
often assays are the pp65 antigenemia and HCMV DNA assays [21,22]. Many studies have
shown that the amount of HCMV DNA in blood is significantly associated with disease

development [27,28,29].
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We used 3 different detection assays for monitoring active HCMV infection in HSTC
recipients: antigenemia, Nested-PCR and Real-time PCR.

pp65 Antigenemia is the reference standard test for the early diagnosis of HCMYV infection
and is widely used for guiding HCMV therapy [3]. Preemptive antiviral therapy, based on
pp65 antigenemia, is associated with a reduction in the incidence of HCMV disease in
allogeneic HSCT recipients [30] and the number of HCMV positive cells in the peripheral
blood reflects the viral load and high numbers of pp65 positive cells correlate with HCMV
disease [31,32]. However, the antigenemia assay has some disadvantages: low sensitivity
for detecting early active HCMV infection or disease that may occur before engraftment,
due to the lack of leukocytes during the period of aplasia, low positive predictive value for
the occurrence of HCMV gastroenteritis [9,33,34], requirement for processing of the blood
samples within a few hours, lengthy method and inability to be automated. Furthermore,
Germa et al. [35,36] demonstrated poor correlation by antigenemia with virus replication in
SOT recipients with primary HCMV infections. A similar phenomenon was observed in
HSCT recipients, in whom the myeloablation caused by total body irradiation simulated the
occurrence of a primary HCMV infection with increasing antigenemia and decreasing or
stable DNAemia levels during ganciclovir therapy [37].

A significant number of positive pp65 cells must be defined to initiate the antiviral
treatment in transplant recipients. In our BMT (Bone Marrow Transplant) Unit, preemptive
therapy is initiated upon a result >1 positive pp65 cell/3x10° of PML and/or two or more
consecutive positive Nested-PCR with an incidence of HCMV disease of 6%.

The Nested-PCR is a qualitative PCR and, for this reason, may not discriminate latent
HCMV infection from replicating HCMV infection. Other studies [38,39,40,41] have

shown that the sensitivity of this assay was 100%, but that the specificity for HCMV
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disease was less than 50%. We found a sensitivity of 84.61% and specificity of 41.18%,
using the antigenemia as the reference standard.

Real-time PCR, a quantitative PCR assay, has been recently evaluated for diagnosing and
monitoring active HCMV infection after allogenic HSCT. However, evaluation of the exact
role of the previously reported Real-time PCR assays in guiding preemptive HCMV
therapy in allogenic HSCT recipients remains difficult, due to differences in the origin of
samples (whole blood, plasma, serum, peripheral blood mononuclear cells, peripheral blood
leukocytes) [21] and the different protocols used in each study. Moreover, this assay is too
sensitive and may detect HCMV DNA load in asymptomatic patients, who never develop
HCMYV disease, as such establishment of a cut-off value of HCMV DNA level is necessary
to initiate the antiviral therapy to prevent disease. We used a protocol, standardized in
house, and established a cut-off value of 418.39 copies/10* of PBL for antigenemia value
>1 positive pp65 of PML.

In our study, 30 patients who received HSCT were included. The incidence of active
HCMV infection was high (27 of 30 patients, 90%), after a median of 33 days (range 0—119
days) after HSCT. The Nested-PCR detected active HCMV infection earlier (median 33
days) than antigenemia (median 40 days) and Real-time PCR (median 40 days). The
recurrence was observed in 9 patients (30%) and only 2 patients had HCMV disease, both
in the gastrointestinal tract at 86.5 days (80 — 93 days) after HSCT. The late onset of
HCMV disease is in accordance with published reports [42,43]. Ruel ef al. [42] noted a low
level of HCMYV disease in HSCT and in 88% of analyzed patients with HCMV disease,
disease onset was observed at 100 days post transplant. Einsele er al. [43] confirmed that

later disease onset was seen in the era of PCR monitoring and preemptive treatment.
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Viral load kinetics has been reported to be predictive for the development of HCMV
disease with the initial viral load and the initial rate of increase in viral load being
independent risk factors [27].

Two patients had HCMV gastrointestinal disease in our study. The first patient had a peak
viral load by Real-time PCR at D+37 (766.48 copies), and initiated preemptive therapy in
D+49. At D+80 HCMYV disease was diagnosed by biopsy. Results before this date were
negative in three assays because this patient was in treatment with GCV until D+79. At
D+84 Real-time PCR detected 770.43 copies and in D+91 antigenemia detected 3 positive
pp65 cells starting preemptive therapy again. At D+140 Real-time PCR detected 73084.04
and by antigenemia 1 positive pp65 cell was diagnosed. At D+149 657.02 copies and 80
positive pp65 cells were diagnosed.

The other patient who had HCMV disease presented a peak viral load by Real-time PCR at
D+20 (2845.65 copies) and at D+27 (8487.29 copies) was initiated preemptive antiviral
therapy. At D+49 2009.50 copies was detected by Real-time PCR and at D+56 1 positive
pp65 cell was diagnosed. At D+93 HCMYV disease was diagnosed by biopsy together with
acute GVHD, being detected by Nested-PCR, only. Real-time PCR obtained positive
results at D+132 (1499.03 copies), D+139 (28721.38 copies), D+146 (35406.32 copies),
D+153 (10391.48 copies).

In the presence of organ involvement, the virus and its components can be detected in tissue
biopsies and fluids, such as bronchoalveolar lavage, aqueous humour and cerebrospinal
fluid, and less frequently in peripheral blood [44]. Moreover, despite the high sensitivity for
the detection of viral reactivation before the onset of HCMV pneumonitis, HCMV
antigenemia does not necessarily precede the onset of other HCMV diseases, [34] as seen

in our patients with gastrointestinal HCMV disease.
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Emery et al. showed that both the initial viral loads and the change in viral loads were
independent risk factors for the development of HCMV disease not only in allogeneic
HSCT patients but also in kidney and liver transplant recipients [27] and Ljungman et al.
concluded that viral load kinetics after initiation of antiviral therapy is predictive of the risk
of developing HCMYV disease. Patients who responded slower had a higher risk [45].

Only one (3.33%) of 30 patients, monitored in this study died by HCMV disease, in
agreement with the low rates of HCMV-related mortality cited in published reports [46,47].
This patient died at D+252 after HSCT by HCMV disease associated with GVHD and
bacterial infection. During this period, the surveillance was no longer being carried out
because the period considered for our study was between D+0 and D+150 after HSCT.
Antigenemia assay was performed as clinical routine and the values found were: D+182
(+695 cells), D+189 (+1127 cells), D+196 (+22 cells), D+203 (+50 cells), D+217 (+20
cells), D+226 (+10 cells), D+233 (+250 cells) and D+238 (+700 cells).

The optimal cut-off value by Real-time PCR for therapeutic intervention needs to be clearly
defined to determine the maximal specificity for HCMV disease, and to define its value for
prognosis and use in therapeutic clinical trials. We propose a HCMV DNA load of 418.39
copies/10* PBL as a threshold level to start an antiviral therapy in HSCT patients. Graffari
et al. previously defined a positive cut-off value of higher than 1000 copies/2x10° of PBL
in HSCT recipients [48]. It is difficult to compare data from different centers because Real-
time PCR methods are not well standardized and use different target sequences, primer
sets, and extraction and detection methods, which result in different analytical

performances [49].
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Conclusion

The low incidence of HCMV disease in HSCT recipients in our study attests to the efficacy
of HCMV surveillance, based on the pp65 antigenemia assay and Nested-PCR (assay used
in clinical routine), and the cut-off value by Real-time PCR proposed for us presented good
clinical correlation with HCMV disease. For this reason we think Real-time PCR can be
used complementarily to antigenemia screening to monitor preemptive therapy for present
high sensitivity, besides be an alternative for HCMV diagnoses in cases of samples
collected before engraftment due to the lack of leukocytes during the period of aplasia, in

neutropenic patients and in occurrence of HCMV gastrointestinal disease.
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CONCLUSOES GERAIS

O valor de cut-off da Real-time PCR, padronizado neste estudo em 418,39 copias
do DNA viral/10* leucécitos mostrou-se eficaz para a diferenciacdo entre infecc¢ao

latente de infecgdo ativa pelo HCMV no grupo estudado;

Observou-se uma alta taxa de infeccdo ativa pelo HCMV nos pacientes
monitorizados, sendo a Nested-PCR o teste que diagnosticou mais precocemente a

infec¢do ativa pelo HCMV;

O periodo considerado critico para infec¢do ativa pelo HCMV nos pacientes
estudados foi o segundo més pds-TCTH, com valor maximo de densidade de

probabilidade no dia 44,38 p6s-TCTH;

A monitorizacdo semanal e o tratamento precoce baseado nas técnicas realizadas
foram eficazes na evolugdo dos pacientes, onde somente sete por cento dos
pacientes que apresentaram infeccao ativa pelo HCMV, desenvolveram doenca por

HCMV;

Embora a monitorizagdo semanal e o tratamento precoce tenham sido eficazes no
diagnéstico da infecgdo ativa pelo HCMV, a taxa de mortalidade pelo HCMV foi
alta, onde, dos dois pacientes que desenvolveram doenga por HCMV, um (50%)

evoluiu a 6bito por este motivo.
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Caracteristicas dos pacientes incluidos no estudo

Tipo de regime Sorologia
Idade Tipo de Regime de
Paciente Sexo Doenca de base de Profilaxia para DECH IgG HCMV
(anos) enxerto condicionamento
condicionamento pré-TCTH
1. GAOS F 20 LMA MO Mieloablativo BU+FLU CSA+MTX D+/R+
2. VAN M 31 AAG MO Mieloablativo BU+CY CSA+MTX D+/R+
3. AMP F 53 LLA MO Mieloablativo CY+VP-16+ICT CSA+MTX D+/R+
4. CAFC F 34 LMC CPP Mieloablativo BU+CY MAS+MTX D+/R+

141



5. SMACO

6. CDMJ

7. AAF

8. NRS

9. ASS

10. OTFN

11. LPC

F

F

49

20

36

39

56

56

16

LLA

LMA

LMC

AAG

LMA

MM

LLA

MO

MO

MO

MO

CPP

CPP

MO

Mieloablativo

Mieloablativo

Mieloablativo

Mieloablativo

Nao-

mieloablativo

Nao-

mieloablativo

Mieloablativo
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BU+CY+VP-16

BU+CY

CY+VP-16+ICT

BU+FLU

FLU+ICT

FLU+ICT

BU+CY+VP-16

CSA+MTX

CSA+MTX

CSA

CSA+MTX

CSA+MMF

CSA+MTX

CSA+MTX

D+/R+

D+/R+

D+/R+

D+/R+

D+/R+

D+/R+

D+/R+



12. TRMZ

13. ACB

14. WC

15. SAAC

16. GGR

17.LP

18. MCGM

44

49

37

40

39

25

54

LMA

Mielofibrose

LMA

LLA

LH

AAG

LMA

CPP

MO

CPP

CPP

MO

MO

MO

Nao-

mieloablativo

Mieloablativo

Mieloablativo

Mieloablativo

Nao-

mieloablativo

Mieloablativo

Mieloablativo

143

FLU+ICT+ARA-

C

BU+FLU

BU+FLU

BU+CY+VP-16

FLU+ICT

BU+CY

BU+FLU

CSA+MTX+Mitoxantron+Cy

CSA+MTX

CSA+MTX

CSA+MTX

CSA+MMF

CSA+MTX

CSA+MTX

D+/R+

D+/R+

D+/R+

D+/R+

D+/R+

D+/R+

D+/R+



19. GAOS

20. TSV

21. VCR

22. RVA

23. JAP

24. NFS

25. MMB

F

21

47

54

23

23

54

56

LMA

LH

LMC

LNH

LMA

LNH

LNH

CPP

CPP

CPP

CPP

CPP

MO

MO

Mieloablativo

Nao-

mieloablativo

Mieloablativo

Nao-

mieloablativo

Mieloablativo

Nao-

mieloablativo

Nao-

mieloablativo

144

CY+ICT

FLU+ICT

BU+CY

FLU+ICT

BU+FLU

FLU+ICT

FLU+ICT

CSA

CSA+MTX

CSA+MTX

CSA+MTX

CSA+MTX

CSA+MMF

CSA+MMF

D+/R+

D+/R+

D+/R+

D+/R+

D+/R+

D+/R+

D+/R+



26. SSML

27. APS

28. ACB

29.MCJ

30. FFMF

41

48

49

51

35

LMA

LLC

Mielofibrose

LMA

LMC

MO

CPP

CPP

CPP

CpP

Mieloablativo

Nao-

mieloablativo

Nao-

mieloablativo

Mieloablativo

BU+FLU

FLU+ICT

FLU+ICT

BU+CY

CSA+MTX

CSA+MMF

CSA+MMF

CSA+MMF

CSA+MTX

D+/R+

D+/R+

D+/R+

D+/R+

D+/R+

M: masculino; F: feminino; LMA: leucemia mieldide aguda; AAG: anemia aplastica grave; LLA: leucemia linfoide aguda; LMC: leucemia mieldide cronica; MM:

mieloma multiplo; LH: linfoma de Hodking; LNH: linfoma ndo-Hodgkin; LLC: leucemia linfoide cronica; MO: medula dssea; CPP: células progenitoras periféricas;

DECH: doenca do enxerto contra hospedeiro; BU: Bussulfano; FLU: Fludarabina; Cy: Ciclofofamida; VP-16: Etoposide; ICT: irradiagdo de corpo total; ARA-C:

Citarabina; CSA: Ciclosporina; MMF: Micofenolato mofetil; MTX: Metotrexato, TCTH: transplante de células tronco hematopoéticas; D: doador; R: receptor.
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Panorama Geral dos resultados obtidos para o HCMYV durante a monitorizacao dos

pacientes submetidos a TCTH

Paciente Antigenemia Nested-PCR Real-time PCR
. GAOS - 54, 61, 68, 75 14(+6112.73),
47(+2022.29),
61(+1322.53)
. VAN - 40, 47, 63 47(+3.44)
. AMP - - -
. CAFC - 46, 53, 60, 67, 81, 7(+26012.06),
102, 151 14(+612.85),
27(+103.47),
40(+119.64),
144(30.88)
.SMACO - 0, 32, 39, 46, 53 0(+1104.97),
32(+3804.78),
39(+334.87),
46(+8221.95),
53(+8358.64)
.CDMJ - 14, 26, 33, 40 -
. AAF - 0,7,30,37,42, 14(+36.56),
114, 121 30(+8.16),

63(+359.51),
142(+193.57)

.NRS 152(+3) 47, 54 -

. ASS 30(+2), 91(+3), 1,9, 23, 30, 37, 42, 1(+414.61),
140(+1), 149(+80) 119, 126, 133, 140, 9(+136.32),
149 30(+167.54),
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10. OTEN

11. LPC

12. TRMZ

13. ACB

14. WC

106(+1), 111(+7),
132(+2)

35(+7), 42(+27)

56(+70), 63(+1),
98(+1), 105(+3)

27,34, 41, 106,
111, 120, 125, 132,
146

35, 42, 49, 56, 75

35, 44, 49, 56, 63,
70, 91, 98, 105

33,42, 54, 61, 133,
140

49, 54, 61, 68, 89

148

37(+766.48),
42(+78.56),
84(+770.43),
126(+119.3),
140(+73084.04),
149(+657.02),
154(+464.94)

106(+1567.37),
111(897.92),
120(+12427.76),
125(+288.04),
132(+5956.83),
139(+340.55)

35(+1159.66),
42(+7343.73),
49(+6280.84),
117(+418.05),
133(+317.27),
147(+822.96),
154(+197.55)

49(+2289.24),
56(+1176.3),
63(+3505.27),
70(+49.03),
91(+59.08),
105(+1011.1)

14(+127.68),
19(+221.95),
42(+615.82),
49(1994.71),
54(+272.2),
70(+323.7),
82(+251.06),
96(+313.28),
103(+371.91),
145(+18.49)

42(+45.22),



15. SAAC

16. GGR

17.LP

18. MCGM

19. GAOS

33(+18), 42(+5),
47(+10)

52(+3)

6, 11,18, 25,32, 39

105, 126, 135, 147

26, 98

12, 26, 33, 42, 54,
138

36, 43, 52, 66, 71,
148

149

49(+92.78),
54(+67.26),
61(+700.8),
68(+209.86),
84(+472.93),
96(+132.56),
140(+7.81)

18(+23.25),
48(+555,28),
60(+208.08),
69(+130.87),
76(+163.38)

42(+301.87),

63(+300.38),
86(+22.56),

100(+966.12),

105(+4690.94),

112(+3093.34),
119(+753.94),
147(+115.47)

5(+153.86),
12(+188.76),
26(+346.55),
68(+553.43)

19(+297.81),
26(+833.05),
33(+1314.80),
42(+455,06),
47(+435.15),
61(306.85),
68(10.01)

1(+205.56),
52(+22327.21),
66(+1212.96),

71(+90.94)



20. TSV

21. VCR

22. RVA

23. JAP

24. NFS

29(+1), 97(+5), 15,20, 29, 41, 92,
118(+20), 125(+6), 106, 111, 118, 125,
132(+3) 132, 139, 146, 153
47(+10) 47
35(+2), 49(+12), 30, 35, 42, 49, 56,
56(+503), 133(+1) 65,77, 84, 91, 98,
105, 114, 126, 133,
140

150

15(+18.56),
20(+168.18),
29(+59.04),
34(+498.46),
41(+171.02),
69(+112.97),
92(+872.3),
97(+8530.31),
106(+110136.6),
111(+15603.11),
118(+28602.44),
125(+6524.34),
132(+4154.48),
146(+18.05),
153(+3194.89)

5(+246.42)

0(+418.39),
14(+112.20),
21(+437.23),
35(+83.54)

0(+225.53),
5(+350.11),
54(+872.3),
70(+733.46),
98(+6963.17),
103(+125.45),
117(+5.91)

35(+1754.34),
56(+16495.24),
65(+4609.05),
72(+733.46),
84(+366.33),
91(+61.29),
105(+455.02),
114(+43.13),
119(+283.68),
126(+4919.62),
133(+5621.25),
140(+1710.5)



25. MMB 40(+5), 145(+5) 33,40, 49, 110, 131 26(+13.58),
33(+16495.24),
40(+2047.31),

138(256.10)

26. SSML - 33,75 33(+27.91),
40(+17454.58),
61(+14.38),
68(+5.38),
82(+186.14)

27. APS 37(+1), 56(+1),  13,20,27, 37, 63, 0(+753.94),
132(+5), 146(+15) 86, 98, 105, 118, 20(+2845.65),
125, 132, 139 27(+8487.29),
37(+33.3),
49(2009.50),
105(+33.98),
112(+53.68),
125(+251.33),
132(+1499.03),
139(+28721.38),
146(+35406.32),
153(+10391.48)

28. ACB - ; 51(+58.86),
57(+10435.77)

29. MCJ 119(+8) 37,70, 91 37(+290.82),
49(+67.84),
98(+31.95),

107(+322.91),
119(+9414.18),
126(+2887.04)

30. FFMF - 61 54(+92.00),
110(+11.38)

Antigenemia: Dia pds-TCTH (n° de células positivas); Nested-PCR: Dia p6s-TCTH com amplificagdo do
DNA viral; Real-time PCR: Dia p6s-TCTH (n° de copias de DNA viral amplificado); Datas destacadas em
azul: concomitancia de resultados positivos pela Nested-PCR e Real-time PCR; Datas destacadas em verde:
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concomitancia de resultados positivos pela antigenemia e Nested-PCR; Datas destacadas em roxo:
concomitidncia de resultados positivos antigenemia e Real-time PCR; Datas destacadas em vermelho:
concomitancia de resultados positivos pela antigenemia, Nested-PCR e Real-time PCR.
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Monitorizac¢ao da infeccao ativa pelo HCMYV e complicacoes pos-TCTH

Inicio
Pega da Nested- Real-time Doenca por ,
Paciente Antigenemia DECH TTO Outros Obito
Medula PCR PCR HCMV
(GCYV)
1. GAOS D+19 - 54,61, 14(+6112.73), - - D+81 - -
68, 75 47(+2022.29),
61(+1322.53)
2. VAN D+19 - 40, 47, - - - D+68  D+11: Streptococcus -
63 oralis
3. AMP D+17 - - - - D+30: Provavel D+21 Tomografia de torax D+33
doenga: de alta resolucéo (Provavel
pneumonia por altamente sugestiva ~ pneumonia por
HCMV para pneumonite por HCMV e
HCMV insuficiéncia
respiratoria)
4. CAFC D+16 - 46, 53, 7(+26012.06), D+144: Boca - - - D+7: Staphylococcus -
60, 67 14(+612.85) cronico epidermides
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D+144: Herpes



5.SMACO

6. CDMJ

7. AAF

8. NRS

D+16

D+21

D+17

- 32, 39,
46, 53

- 26, 33,
40

- 0,7, 30,
37,42,
114, 121

152(+3) 47, 54

0(+1104.97), - ;
32(+3804.78),
46(+8221.95),
53(+8358.64)

- D+96: Pele e D+111:
cavidade oral — Provavel
agudo grau II1 doenga por

HCMV: TGI
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D+54

D+37

D+60

zoster

D+3: Staphylococcus
epidermides
D+27: Aspergilose
pulmonar
D+54: ulceras
genitais, purpura
palpavel em MMII e
candidiase oral e
esofagica

D+30: Klebsiella
pneumoniae

TCTH alogénico
prévio (recaida)
D+84: IVAS
D+105:
Hipogamaglobulinem
ia

D-2: Acinetobacter
baumnii
D+19: Bunkholderia
cepacia
D+109: diarréia
10x/dia + vOmitos
2x/dia

D+113
(Progressao da
doenca - LLA)

D+44
(Pericardite)



9. ASS D+11 30(+2), 1,9, 23, 37(+766.48), D+77: TGI D+80: Doengca  D+49 D+76: diarréia D+252

91(+3), 30, 37, 84(+770.43), D+82: Boca — por HCMV: D+82: piora do (Doenga por
140(+1), 42,119, 140 agudo grau III TGI quadro de diarréia HCMV +
149(+80) 126, 133,  (+73084.04), D+99: Boca/pele/ D+80: EDA presenca infecgdo
140,149  149(+657.02), intestino/ de alteragdes bacteriana +
154(+464.94) figado/olhos — citopaticas virais em DECH)
crénico extenso células glandulares,
D+149: Musculo — compativeis com
croénico grave infec¢do por HCMV
D+85: diarréia e
colicas
10. OTFN D+8 106(+1), 27, 34, 106 D+96: Pele, boca, - D+13 TCTH autoélogo -
111(+7), 41, 106, (+1567.37), figado e pulmdes - prévio
132(+2) 111, 120, 111(897.92), agudo D+114: quadro
125,132 120 convulsivo isolado
(+12427.76),
132 (+5956.83)
11. LPC D+17 35(+7), 35,42, 35(+1159.66), - - D+55 D+5: Streptococcus -
42(+27) 49, 56 42(+7343.73), sanguis
49(+6280.84), D+12:Staphylococcus
147(+822.96) epidermides
D+16: Pseudomonas
aeruginosa
12. TRMZ D+7 56(+70), 35, 44, 49(+2289.24), D+53: TGI e pele — - D+50 D+53: diarréia, D+363
63(+1), 49, 56, 56(+1176.3), agudo grau III inapeténcia e febre  (Progressao da
98(+1), 63, 70, 63(+3505.27), D+59: diabetes e doenga -
105(+3) 91, 98, 105(+1011.1) hepatite por LMA)
105 intoxicacao por CSA
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13. ACB

14. WC

15. SAAC

16. GGR

17.LP

18. MCGM

D+24

D+21

D+19

D+9

D+22

D+19

33(+18),
42(+5),
47(+10)

33,42,  42(+615.82),
54,61,  49(1994.71)
133, 140

49,54,  61(+700.8),
61, 68 84(+472.93)

6,11,18,  48(+555,28)
25,32,
39

126,135  100(+966.12),
105(+4690.94),
112(+3093.34),

119(+753.94)

- 68(+553.43)

26,33,  26(+833.05),

42 33(+1314.80),
42(+455,06),
47(+435.15)

D+27: Pele —
agudo grau |

D+105: Pele e
olhos — cronico
moderado
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D+50

D+84

D+18

D+34

TCTH autélogo
prévio

D+34: diarréia
(5x/dia)

D+24: nauseas e
vOmitos
D+27: febre
acompanhada de
tosse com muco
D+29: quadro de FOI

TCTH autélogo
prévio

D+6: Staphylococcus
epidermides

D+23:
Staphylococcus
epidermides

D+534
(Progressdo da
doenca - LLA)



19. GAOS

20. TSV

21. VCR

22. RVA

D+4 52(+3)
D+10 29(+1),
97(+5),
118(+20),
125(+6),
132(+3)
D+8 -

36, 43,
52, 66,
71

15, 20,
29, 106,
111, 118,
125, 132,
139, 146,

153

52
(+22327.21),
66(+1212.96)

34(+498.46),
92(+872.3),
97(+8530.31),
106
(+110136.6),
111
(+15603.11),
118
(+28602.44),
125(+6524.34),
132(+4154.48),
153 (+3194.89)

0(+418.39),
21(+437.23)

D+69: Figado
agudo grau III

157

D+52

D+35

TCTH alogénico
prévio (recaida)
D+37: diarréia
(5x/dia)

D+54: episodio de

CCTCG

TCTH autélogo
prévio
D+20: febre

TCTH autélogo

prévio

D+243
(Progressao da
doenga - LH)

D+33 (Sepse
por
Acinetobacter
baumanni e
faléncia de
multiplos
orgaos)



23. JAP

24. NFS

25. MMB

26. SSML

27. APS

D+20 47(+10)
D+8 35(+2),
49(+12),
56(+503),
133(+1)
D+7 40(+5),
145(+5)
D+23 -
D+11 37(+1),
56(+1),
132(+5),

30, 35,
42, 49,
56, 65,
77, 84,
91, 98,

105, 114,

126, 133,

140

33, 40,
49

13, 20,
27, 37,
98, 105,

54(+872.3),
70(+733.46),
98(+6963.17)

35(+1754.34),
56(+16495.24),
65(+4609.05),
72(+733.46),
105(+455.02),
126(+4919.62),
133(+5621.25),
140(+1710.5)

33(+16495.24),

40(+2047.31)

40 (+17454.58)

0(+753.94),
20(+2845.65),
27(+8487.29),

D+63: Pele e TGI — - D+48
agudo grau II1

D+38: Pele e figado - D+36
—agudo grau |
D+45: Pele e
intestino — agudo
grau III

D+89: Pele — agudo - D+57

D+92: Intestino e D+93: Doenca  D+27
figado — agudo grau  por HCMV:
I esofago/
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Durante aplasia
medular apresentou
crises convulsivas
parciais
D+59: diarréia
D+63: piora da
diarréia (8x/dia)
D+117: recaida
precoce poés TCTH
alogénico

TCTH autélogo
prévio (recaida)
D+14: apresentou
FOI
D+107: diarréia
3x/semana

TCTH auto6logo
prévio (recaida)
D+6: Staphylococcus
aureus

D+89: TVP

D+3: Klebsiella
pneumoniae
D+5: insuficiéncia

D+125
(Infecgdo
fungica por
Fusarium)

D+348
(Infeccao
flngica)

D+214
(Sinusite
fingica)



28. ACB

29. MC)

30. FFMF

D+19

D+20

146(+15)

119(+8)

118, 125,
132,139

49(2009.50),
132(+1499.03),
139
(+28721.38),
146
(+35406.32),
153
(+10391.48)

- 57 (+10435.77) -

- 119 D+84: Pele
(+9414.18), D+97: Estobmago —
126 (+2887.04) agudo

estdmago
duodeno/jejuno

- D+122

respiratoria aguda
D+36: diarréia
D+93: biopsia
esofago/estdbmago
duodeno/jejuno
D+92: NN enzimas
hepaticas

1 TCTH autologo e 1
TCTH alogénico
prévio
Rejeigdo do enxerto
do TCTH alogénico

D/R:
incompatibilidade
ABO
D+37: hemolise 2212

D+5: Streptococcus
oralis
D+15: NN enzimas
hepaticas
D+33: diarréia
D+40: febre
D+117:
linfonodomegalia
necrotico cervical

D+203
(Progressdo da
doenga -
Mielofibrose)

D+139
(Fusariose
sistémica)

HCMV: citomegalovirus humano; TCTH: transplante de células tronco hematopoéticas; D+: dia p6s-TCTH; Antigenemia: Dia pds-TCTH (n° de células positivas);
Nested-PCR: Dia p6s-TCTH em que houve 2 amplificagdes positivas consecutivas; Real-time PCR: Dia pos-TCTH (n° copias de DNA viral amplificados — valor > “cut-
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off” padronizado); DECH: doenca do enxerto contra hospedeiro; TTO: tratamento; GCV: Ganciclovir; IVAS: infeccdo das vias aéreas superiores; EDA: endoscopia
digestiva alta; CSA: Ciclosporina; FOI: febre de origem indeterminada; CCTCG: crise convulsiva ténico-clonica generalizada; TVP: trombose venosa profunda.
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