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RESUMO

O Citomegalovirus Humano (HCMV) constitui importante causa de morbi-
mortalidade em receptores de transplantes de células progenitoras hematopoiéticas
do tipo alogénico (AloTCPH). Entretanto, ndo existe ainda um consenso sobre que
protocolo utilizar para o monitoramento da infeccdo por HCMV e, dados sobre a
frequéncia e manifestagdes clinicas da infeccdo neste grupo populacional séo
bastante variaveis entre os diferentes centros de transplante em todo o mundo. Dessa
forma, o principal objetivo do presente estudo foi realizar o monitoramento da
infeccdo ativa por HCMV em pacientes submetidos ao AloTCPH por trés
metodologias distintas: antigenemia (AGM), nested-PCR (nPCR) e PCR em tempo
real (qQPCR), bem como determinar a carga viral, correlacionando a infec¢édo ativa ao
quadro clinico e prognostico dos pacientes. Para tanto, foram monitorados (desde o
periodo pré-transplante -5 dias antes do transplante- até um ano ap6s o transplante)
21 pacientes submetidos ao AIoTCPH. A pesquisa de HCMV foi realizada utilizando
as metodologias de AGM, nPCR e gPCR, sendo que para as técnicas moleculares,
houve comparacdo da deteccdo do HCMV em DNA extraido de pellet (creme
leucocitario) e soro, de forma pareada. Os resultados mostraram que a infec¢édo ativa
pelo HCMV foi detectada por pelo menos uma das trés metodologias em 95,2%
(20/21) dos pacientes e 45% (9/20) destes foram positivos no periodo pré-
transplante, tendo sido observada um boa concordancia entre os resultados de AGM
e gPCR (kappa = 0,65). Dos 20 pacientes positivos para infeccéo ativa por HCMV,
85% (17/20) foram positivos pelas trés metodologias e 15% (3/20) foram positivos
apenas por AGM e gPCR e negativos por nPCR. Em relacdo ao tipo de amostra
clinica, as técnicas moleculares apresentaram maior sensibilidade em amostras de
pellet, em comparacdo ao soro. A principal alteracdo apresentada pelos pacientes foi
a pancitopenia e a principal intercorréncia, a doenca do enxerto contra o0 hospedeiro.
Seis pacientes foram a 6bito durante o periodo de estudo, entretanto, ndo foi possivel
confirmar se a infeccdo ativa por HCMV estava diretamente associada a causa
mortis. Os dados obtidos revelam um elevado indice de positividade e sindrome de
HCMV em pacientes submetidos ao AloTCPH. Esperamos que os resultados possam
auxiliar na tomada de medidas terapéuticas, bem como na escolha da melhor
metodologia assim como o tipo de amostra clinica para detec¢do da infeccdo ativa
por HCMV de forma a contribuir para que a pesquisa de HCMV seja incluida na
rotina de exames desses pacientes.

PALAVRAS-CHAVE: HCMV; AloTCPH; AGM; nPCR; gPCR; SYBR Green.
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ABSTRACT

The Human Cytomegalovirus (HCMV) is an important cause of morbi-mortality in
recipients of allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (AIoHSCT).
However, there is not a consensus on which protocol to use for monitoring the
infection by HCMV and, data on the frequency and clinical manifestations of the
infection in this group population are quite variable among the distinct transplant
centers in the world. Thus, the main objective of the present study was to proceed the
monitoring of active HCMV infection in patients undergoing AloHSCT by three
different methodologies: antigenemia (AGM), nested-PCR (nPCR) and real-time
PCR (qPCR) and determine viral load, correlating active infection with the clinical
manifestations and prognosis of patients. For this, 21 patients undergoing AlIoHSCT
were monitored (from pre-transplant period -5 days prior to transplantation- until one
year after transplantation). For HCMYV detection three methodologies were used:
AGM, nPCR and gPCR, and for molecular detection a comparison was made
between detection of HCMV in DNA extracted from pellet (buffy coat) and serum,
in a paired manner. The results showed that the active HCMV infection was detected
by at least one of three methodologies in 95.2% (20/21) of patients and 45% (9/20)
of these were positive in pre-transplantation period, having been observed good
agreement between the results of AGM and gPCR (kappa = 0.65). Of the 20 patients
positive for active HCMV infection, 85% (17/20) were positive for the three
methods and only 15% (3/20) were positive for AGM and qPCR, and negative by
nPCR. Regarding the type of clinical sample, molecular techniques showed higher
sensitivity to the pellet over the serum. The main alteration of patients was
pancytopenia and the main complication was graft-versus-host disease. Six patients
died during the study period, however, it was not possible to confirm if HCMV
active infection was directly associated with the cause of death. The obtained data
reveal a high positivity index and the occurrence of HCMV syndrome in patients
submitted to aloHSCT. We hope that the results may assist in the therapeutical
measures, as well as in the methodology of choice and the type of clinical sample for
detection of active HCMV infection, in order to contribute for the inclusion of
HCMYV monitoring is included in the routine testing of patients.

Keywords: Bone Marrow Transplantation; HCMV Monitoring; detection HCMV;
AloHSCT.
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1 INTRODUCAO

1.1 TRANSPLANTE DE CELULAS PROGENITORAS
HEMATOPOIETICAS

As células progenitoras encontram-se por todo o0 corpo e podem ser
definidas como uma populacéo de células indiferenciadas capazes de auto renovagéao
indefinida e geracdo de uma progénie de células altamente especializadas. Estas
células apresentam diferentes propriedades proliferativas e funcdes e, dependendo de
sua localizacdo fisica ou compartimento tecidual podem diferenciar-se em
determinados tipos especializados de células (Bryder et al. 2006; Malaver-Ortega et
al. 2012). A capacidade das células progenitoras de diferenciarem-se em linhagens
especificas maduras é chamada de plasticidade e esta € a propriedade mais
importante no que se refere a terapia baseada em células (Zomer et al. 2015).

O transplante de células progenitoras hematopoiéticas (TCPH) tornou-se um
padrdo de tratamento para doencas hematoldgicas malignas, doencgas congénitas ou
adquiridas do sistema hematopoiético, e também é aplicado como uma opgdo
terapéutica em alguns tumores solidos (Kanate et al. 2014; Pandey et al. 2014). O uso
de transplantes tem se expandido em todo o mundo e evoluiu em sua tecnologia,
como avancgos técnico-cientificos na supressdo da alo-reatividade (Bejanyan et al.
2015). Atualmente, o transplante também é realizado para novas indicacdes, tais
como doencas autoimunes e alteracdes metabdlicas hereditarias (Pandey et al. 2014;
Yesilipek 2014).

O TCPH pode ser dividido em dois tipos: 1) autélogo (AutoTCPH), em que
0 paciente doa as celulas progenitoras da medula para si mesmo, e 2) um processo
mais complexo e elaborado de transplante, o tipo alogénico (AloTCPH), no qual o
paciente recebe o enxerto de células progenitoras a partir de um doador compativel.
De acordo com o Registro Europeu de Transplantes de Células Progenitoras
Hematopoiéticas, em 2012, de todos os TCPH realizados, pelo menos 42% foram do

tipo alogénico (Passweg et al. 2014).



Para a execuc¢do do transplante alogénico, é necessario encontrar um doador
que apresente o sistema antigeno leucocitario humano (human leucocyte antigen-
HLA) mais semelhante ao do receptor. O HLA pode ser de classe | (HLA -A, -B e -
C), presente na maioria das células nucleadas, ou de classe Il (HLA -DR, -DQ e -
DP), presente nas células apresentadoras de antigenos profissionais. Os genes do
HLA sédo localizados no cromossomo seis e sdo herdados como haplétipos. Dessa
maneira, dois irmdos apresentam aproximadamente uma chance em quatro de serem
HLA-idénticos (Hambach et al. 2007; Petersdorf 2007; Valcarcel et al. 2011). Na
auséncia de um doador compativel dentro da familia, podem ser utilizadas células-
tronco hematopoiéticas de doadores ndo-aparentados (Pidala et al. 2014) e, através de
pesquisas direcionadas a transplantes, & possivel utilizar células progenitoras
provenientes de doadores alternativos, como  doadores HLA parcialmente
compativeis (haploidénticos) (Bejanyan et al. 2015).

Atualmente, o AutoTCPH ¢ indicado nos casos de mieloma multiplo,
linfoma n&o-Hodgkin, linfoma Hodgkin e leucemias. Outras indicagbes menos
comuns para 0 AutoTCPH incluem doenca autoimune (esclerose multipla, esclerose
sistémica, e doenca de Crohn) e tumores sélidos (sarcoma, tumores germinais, e
neuro-blastoma). Leucemia mieldide aguda e leucemia linfoblastica aguda sédo as
indicacdes mais comuns para AloTCPH, seguidas por sindrome mielodispléastica,
neoplasias mieloproliferativas e sindrome de faléncia da medula Ossea. Outras
indicacBes menos comuns para o transplante alogénico incluem linfoma, mieloma e
doengas hematoldgicas como anemia aplastica e talassemia (Pasquini et al. 2013).

Os fatores considerados ao recomendar o tipo de transplante (AutoTCPH ou
AloTCPH) incluem potenciais diferencas nos indices de mortalidade relacionados ao
tratamento, preocupaces com a contaminacdo do enxerto no AutoTCPH, seja por
microrganismos ou por células malignas que ndo foram totalmente eliminadas,
incapacidade de mobilizar células progenitoras hematopoiéticas, e os beneficios
esperados de um AloTCPH. Portanto, o transplante alogénico é considerado uma
opcao aos pacientes analisados com maior risco de recidiva ou progressdo da doenca
(Pasquini et al. 2007; Lazarus et al. 2010).

As células progenitoras utilizadas nos transplantes podem ter origem na

medula 6ssea (MO), sangue periférico (CPSP) ou corddo umbilical (CU). Células



progenitoras do sangue periférico sdo utilizadas para transplante alogénico e tem
gradativamente substituido as células da medula 6ssea como fonte de CPH utilizada
para AutoTCPH (Hatzimichael & Tuthill 2010).

As vantagens da utilizacdo de CPSP, quando comparadas a células de
medula 6ssea incluem: reconstituicdo hematopoiética mais rapida, menor nimero de
transfusdes de plaquetas e globulos vermelhos, periodo de antibioticoterapia mais
curto e ndo utilizacdo de anestesia geral ou técnicas mais invasivas (Pulsipher et al.
2009; Alwasaidi & Bredeson 2014). As desvantagens de CPSP em comparagdo com
células de MO ou CU para transplante autélogo ou alogénico incluem a necessidade
de vérias coletas de sangue (especialmente para transplante autdlogo), incapacidade
de coletar amostras adequadas de todos os pacientes e doadores, e um risco um
pouco maior de ocorréncia de doenca do enxerto contra o hospedeiro (DECH)
(Mohty et al. 2002; Flowers et al. 2012).

A utilizacdo de CPSP nos transplantes melhora a sobrevida em pacientes
com malignidades hematoldgicas de alto risco, em comparacdo com a utilizagdo de
MO como fonte de células progenitoras (Bensinger et al. 2001; Haspel 2008). Os
produtos de CPSP de doadores que recebem fator estimulador de coldnias de
granuldcitos (G-CSF) contém pelo menos dez vezes mais células T e mondcitos que
MO, e os niimeros absolutos de linfocitos T CD4" e CD8" aumentam logo apds o
transplante de CPSP (Storek et al. 2001; Bojanic et al. 2009).

O condicionamento é considerado necessario para destruir as células
alteradas, erradicando assim doenca maligna hematolédgica, sendo o enxerto
responsavel por auxiliar na recuperagdo do receptor contra os efeitos letais do
condicionamento na medula déssea e para a reconstituicdo do sistema imune (Little &
Storb 2002). Atualmente, existem trés tipos de regimes de condicionamento:
mieloablativos, ndo-mieloablativos e regimes com intensidade reduzida. Regimes
mieloablativos é uma combinacéo de agentes para produzir profunda mieloablacdo e
pancitopenia dentro de 1-3 semanas a partir da administracdo e a pancitopenia é de
longa duragéo, enquanto que regimes ndo-mieloablativos constituem um regime que
ird causar citopenia minima. J& os regimes de intensidade reduzida foram uma
categoria intermediaria de regimes que ndo se encaixam nas defini¢cbes dos outros

dois tipos. (Bacigalupo et al. 2009).



Os principais regimes de condicionamento empregam bussulfano,
ciclofosfamida, melfalano e irradiacdo corporal total, isoladamente ou em
associacdo, ou o complexo BEAM (BCNU) composto por carmustina, etoposide,
citarabina e melfalano (Blaise & Castagna 2012). A escolha do melhor regime de
condicionamento é realizada de acordo com a doenca de base do paciente (Castro Jr.
et al. 2001; Imamura & Shigematsu 2015).

Dentre as intercorréncias que podem afligir os individuos submetidos a
transplantes destacam-se as infec¢des virais, que sao atualmente uma das principais
causas de morbidade e mortalidade nesta populacdo (Ljungman et al. 2007,
Ljungman et al. 2010; Moses et al. 2011). A infeccdo por citomegalovirus humano
(HCMV) é uma complicacdo frequente em pacientes imunocomprometidos com
imunidade celular prejudicada, incluindo pacientes com neoplasias hematoldgicas e
0s receptores de transplante. Apesar dos avancos que tém ocorrido quanto ao
monitoramento da infeccdo e tratamento, esta continua a ser uma importante e
frequente complicagdo apds a realizagdo do TCPH (Ljungman et al. 2002a; Sharma
etal. 2013).

1.1.2 Doenga do enxerto contra o hospedeiro

A doenca do enxerto contra o hospedeiro (DECH) é uma sindrome que
apresenta caracteristicas de autoimunidade e imunodeficiéncia e duas formas
distintas sdo descritas: aguda e cronica. A forma aguda de DECH (aDECH) é
observada em 50-70% de todos os pacientes de AloTCPH, enquanto DECH cronica
(cDECH) € observada em 30-50% (Elad et al. 2010). No momento, a distin¢do entre
essas duas formas de DECH é baseada nas caracteristicas clinicas de cada caso
(Filipovich et al. 2005; Dignan et al. 2012). A apresentacdo de aDECH é
potencialmente fatal e tipicamente afeta a pele, trato gastrointestinal e figado
(Demarosi et al. 2005). Na forma crénica, a cavidade oral é uma das areas mais
lesionadas, e pode mesmo ser a Unica localizacdo do corpo afectado pela doenca
(Treister et al. 2008). A cDECH geralmente se desenvolve durante os primeiros trés
anos apés o transplante, e € normalmente precedida pela forma aguda. As

caracteristicas clinicas de cDECH séo semelhantes aos de outras doencas mediadas



pelo sistema imunitério, tais como lUpus eritematoso sistémico ou esclerose
(Filipovich et al. 2005).

Razbes para a incidéncia da doenca podem incluir o tipo de regime de
condicionamento e impacto da intensidade do regime, fonte do enxerto, o grau de
incompatibilidade dos antigenos leucocitarios humanos (HLA), utilizacdo da
irradiacdo corporal total, profilaxia para DECH e idade do receptor (Jagasia et al.
2012; Harris et al. 2013; Inamoto et al. 2014). Os pacientes submetidos ao TCPH que
desenvolvem a DECH, além de grave morbidade, demonstram deficiéncias fisicas e
comportamento social alterado, tendo a qualidade de vida comprometida (Fraser et
al. 2006; Lee et al. 2006).

N&o ha nenhum tratamento especifico para DECH, sendo a opg¢do de
primeira linha para o tratamento da DECH o uso de corticosteroides, apresentando
uma taxa de insucesso de 30-40% (Deeg 2007), enfatizando que a prevencdo de
aDECH néo tem qualquer efeito preventivo sobre cGVHD (Linhares et al. 2013).
Com efeito, a DECH refrataria com a terapia de esterdides é um desafio clinico ndo
resolvido com um alto impacto sobre a sobrevivéncia e a qualidade de vida dos
pacientes (Abu-Dalle et al. 2014), sendo necessarias pesquisas para o

desenvolvimento de outros tipos de tratamento para a DECH.

1.2 HISTORICO DO CITOMEGALOVIRUS HUMANO

O citomegalovirus humano (HCMV) ¢ o agente etiologico da “doenca de
inclusdo citomegalica” (CID), caracterizada pelo efeito citopatico peculiar resultando
em aumento do volume das células do tecido infectado em decorréncia de inclusées
intranucleares e citoplasmaticas resultantes do ciclo replicativo viral (Maya &
Azulay 2000; Mocarski et al. 2013). O HCMV foi identificado pela primeira vez por
Ribbert através da observacao de grandes inclusdes celulares no rim de um natimorto
em 1881, mas esta notagdo foi registrada apenas 23 anos depois, quando essas células
semelhantes a protozoarios foram observadas nos rins, pulmdes e figado de outro
natimorto (Riley 1904 apud Riley 1997).

Goodpasture e Talbot, em 1921, (Goodpasture & Talbot 1921 apud Riley

1997) foram os primeiros a propor que as alteragdes celulares visualizadas eram



semelhantes as lesdes de pele provocadas pela varicela e assim, poderiam ser
provocadas por um efeito indireto de um agente similar. Também em 1921,
Lipschutz descreveu inclusdes analogas que foram associadas com lesbes
encontradas em coelhos e humanos infectados com herpes simples e foi o primeiro a
atribuir etiologia viral a CID (Lipschutz 1921 apud Riley 1997).

O HCMV foi isolado em 1956 apds inoculagdo em culturas celulares de
amostras de urina e tecidos de criangas com doenga de inclusdo citomegalica
generalizada por Weller e colaboradores. Smith (1956) reportou a detec¢do do agente
em questdo a partir das glandulas salivares de duas criancas, sendo que uma foi a
Obito em decorréncia de infeccdo citomegéalica generalizada. No mesmo ano, Rowe e
colaboradores conseguiram isolar trés variantes do virus através de tecido da
adendide de criancas submetidas a adenoidectomia e por meio desses experimentos,
foram capazes de adaptar uma estirpe de HCMV (AD169) em laboratorio, através da
sua inoculagdo em fibroblastos humanos. A partir de 1960, com 0 progresso nos
procedimentos relacionados a transplantes, a infeccdo pelo HCMV passou a ser
reconhecida como uma doenca de importancia clinica (Weller et al. 1960). Nessa
mesma época, Weller e colaboradores (1960) sugeriram a denominacdo de
citomegalovirus para substituir denominacfes anteriormente utilizadas, tais como
“virus das glandulas salivares” ou “virus da doenga de inclusdo citomegalica”.

Desde entdo, o HCMV passou a ser considerado um dos principais agentes
virais em hospedeiros imunocomprometidos. Na década de 80, foram iniciados
tratamentos (uso de antivirais) e intervengdes imunoldgicas especificas para o
HCMV e, atualmente, as pesquisas sdo voltadas para um melhor entendimento desta
virose, os aspectos moleculares da infeccdo, tendo como foco principal os individuos
que foram submetidos a algum tipo de transplante (Riley 1997; De Keyzer 2011;
Hodson et al. 2013; Kotton 2013).



1.3 CLASSIFICACAO, ESTRUTURA E CICLO REPLICATIVO DO HCMV

1.3.1 Classificacdo

O HCMV pertence a familia Herpesviridae, subfamilia Betaherpesvirinae e
género Cytomegalovirus (Comité Internacional de Taxonomia Viral - ICTV 2012).
Este agente € também denominado Herpesvirus Humano 5 (HHV-5) em razédo de seu
genoma ser composto por DNA dupla-fita e particula ser semelhante estruturalmente
a outros herpesvirus. Essa classificacdo é fundamentada nas caracteristicas do virus
em relacdo a especificidade ao hospedeiro, caracteristicas do genoma viral e tipos de
efeitos citopaticos. O HCMV é espécie-especifico, considerando a replicacdo e
patogénese viral infectando, portanto, somente humanos (Boeckh & Geballe 2011;
Mocarski et al. 2013; Ariza-Heredia et al. 2014).

1.3.2 Estrutura viral

O HCMYV apresenta uma estrutura tipica dos herpesvirus, possui um grande
genoma e particula viral amorfa, devido a presenca do tegumento entre o capsideo e
o envelope (Mocarski et al. 2013). O capsideo viral de simetria icosaédrica, mede
cerca de 230 nm, composto por 162 capsdmeros que envolvem o genoma viral
(Mustafa 1994; Mocarski et al. 2013). O capsideo é envolto por uma camada de
revestimento de proteinas denominadas proteinas do tegumento e por um envelope
composto por uma bicamada lipidica e glicoproteinas (Mocarski et al. 2013) (Figura
1).



Tegumento

Capsideo icosaédrico contendo DNA linear
dupla-fita

Membrana lipidica

Glicoproteinas do envelope

Figura 1. Representacdo esquematica da estrutura do Citomegalovirus Humano
(HCMV). Fonte: Tomtishen 2012 (Adaptado).

O genoma do HCMV consiste em duas fitas lineares de DNA com
aproximadamente 230 Kilobases que codificam para mais de 200 proteinas (Motta &
Martins 2008; Mocarski et al. 2013; Ariza-Heredia et al. 2014). A organizacao deste
genoma inclui regides Unicas longas (UL) e Unicas curtas (US), flanqueadas por
sequéncias invertidas repetidas internas (IRL e IRS) e terminais (TRL e TRS)
(Crough & Khanna 2009; Towler et al. 2012; Mocarski et al. 2013). Apesar da regido
UL conter a maioria dos genes virais encontrados em diferentes betaherpesvirus, € a
regido US que codifica proteinas com fungbes especificas, como a restricdo a
determinado tipo de hospedeiro (Landolfo et al 2003; Britt & Bopana 2004) (Figura
2).

Genoma viral
TRL UL IRL [irs|—YS__[TRsS

Figura 2. Esquema do genoma do HCMV. IRL: “internal repeat-long”; IRS:
“internal repeat-short”; TRL: “terminal repeat-long”; TRS: “terminal repeat-
short”; UL: “unique long”; US: “unique short”. Fonte: Gdmez et al 2014.

O capsideo viral € composto principalmente por cinco proteinas: UL86,
UL48-49, UL85, UL46 e UL80, sendo que a UL86 é a principal proteina

componente do capsideo. O tegumento viral € uma camada de revestimento amorfa
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que se situa entre o envelope e o capsideo. Durante o ciclo replicativo, observa-se
que determinadas proteinas do tegumento se localizam somente no nucleo da célula
(ppULG9) e outras apenas no citoplasma (pp150), enquanto outras proteinas sao
localizadas no nucleo da célula pouco tempo apos a infeccdo e, mais tardiamente no
ciclo viral, localizam-se predominantemente no citoplasma (pp65 - fosfoproteina de
65 kD) (Yu et al. 2003; Ferreira et al. 2010; Mocarski et al. 2013).

A fosfoproteina pp65 é a proteina mais abundante do tegumento, no entanto,
a pp65 ndo é essencial para a producdo de novas particulas virais infecciosas, como
evidenciado em variantes virais que ndo possuem o gene de pp65 (UL83), que
podem replicar-se em cultura de células continua. A pp65 € a proteina do tegumento
com maior funcdo de modulacdo/evasdo da resposta imune da célula hospedeira
durante infeccbes pelo HCMV, sendo implicada na luta contra ambas as respostas
imune inata e adaptativa durante infeccdes por HCMV (Kalejta 2008; Chevillotte et
al. 2009; Tomtishen 2012; Reyda et al. 2014). Demonstrou-se que a pp65 ndo sé
impede que as proteinas imediatamente precoces sejam reconhecidas pelos
componentes do sistema imune, mas também inibe a sintese de varios componentes
envolvidos na resposta imune da célula hospedeira (Odeberg et al. 2003; Reyda et al.
2014).

Uma das maneiras pelas quais a pp65 atua neutralizando a imunidade
adaptativa é através da sua atividade de cinase. Estudos tém demonstrado que pp65
medeia a fosforilacdo de proteinas imediatamente precoces virais, bloqueando assim
a apresentacdo de antigenos virais por moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) classe | (Gilbert et al. 1996; Tomtishen 2012). Além
disso, varios estudos tém apresentado evidéncias de que a pp65 esta envolvida na
mediacdo de diminui¢do na expressdo de moléculas do MCH de classe 1l. (Odeberg
et al. 2003; Li et al. 2013).

A pp65 também atua na diminuicdo da resposta do interferon. Pensa-se que
a pp65 estd envolvida na modulacdo de interferon-p (IFN-B) e de quimiocinas,
através da observacdo de uma expressdo elevada de IFN-B em infeccbes com um
isolado sem a proteina pp65 (Abate et al. 2004; Li et al. 2013). Assim, o papel que a
pp65 exerce na evasao ao sistema imune, em infeccdes por HCMV, é o de evitar que

as células infectadas sejam destruidas pelo sistema imune (Arnon et al. 2005).



Além da pp65, também se destaca a ppl50, que atua no processo de
envelopamento. A proteina ppl50 que é altamente imunogénica se desloca para o
nucleo, liga-se ao capsideo e permanece associada ao nucleocapsideo durante a
translocacdo do nucleo para o citoplasma celular. A ppl50 é a Unica proteina do
tegumento do HCMV que € conhecida por ser absolutamente essencial para a
maturagdo do virus. Acredita-se que a adicdo de ppl50 ao capsideo antes da
aquisicdo do tegumento no nucleo, promova a estabilidade do capsideo durante a
translocacdo para o citoplasma, onde as etapas de maturagdo acontecem no
compartimento de montagem (AuCoin et al. 2006; Yu et al. 2011; Tandon &
Mocarski 2012).

O envelope viral é constituido por uma bicamada lipidica onde estdo
inseridas glicoproteinas que desempenham um papel importante no processo de
entrada na célula hospedeira, na propagacdo célula a célula e na maturacao viral.
Essas glicoproteinas formam complexos que séo divididos em: gCl (gB), gCllI
(gM/gN) e gClIlI (gH, gL, gO). As glicoproteinas gM e gN encontram-se em nimero
consideravel no envelope e, juntamente com gH e gB, sdo fundamentais para a
infectividade viral. Recentemente, foram demonstrados polimorfismos genéticos que
originam seis diferentes geno6tipos da proteina gB (gB1, gB2, gB3, gB4, gB6 e gB7),
oito diferentes genotipos da proteina gN (gN1, gN2, gN3a, gN3b, gN4a, gN4b, gN4c
e gN4d) (Trincado et al. 2000; Lisboa et al. 2012; Tomtishen 2012; Mocarski et al.
2013).

Além de virions, dois outros tipos de particulas, particulas envelopadas ndo-
infecciosas (NIEPS) e corpos densos, também sdo produzidos em células infectadas
com HCMV. As NIEPS sdo muito semelhantes aos virions e sdo compostos
essencialmente por envelope, tegumento e proteinas do capsideo, mas ndo possuem
genoma. Corpos densos séo particulas envelopadas que apresentam as proteinas do
tegumento, mas ndo apresentam capsideo e nem genoma. Eles sdo compostos
principalmente pela proteina pp65 viral. Apesar de essas outras particulas terem sido
observadas durante uma infecgdo natural, a sua importancia para a patogénese viral
ainda é desconhecida (Kalejta 2008; Mocarski et al. 2013; Stahl et al. 2013).

Alguns dos genes que codificam glicoproteinas do envelope sdo essenciais

para o ciclo de vida do virus, tais como as glicoproteinas gB, gH, gN e gO, que sdo
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conhecidas por desempenhar um papel crucial na adesdo, disseminacdo célula-a-
celula e interagcdo com o sistema imune do hospedeiro. Outros genes que também
exibem variabilidade estdo localizados na regido UL/b' (UL139, UL144, UL146,
UL147, UL148 e UL149), e alguns deles tém atraido uma atencao especial por causa
da natureza dos produtos de genes que codificam. Por exemplo, o gene UL146
codifica uma quimiocina CXCL viral, e 0 gene UL144 codifica um homologo do
receptor do fator de necrose tumoral (TNF). O gene UL139 codifica uma
glicoproteina de membrana, e variagdes neste gene também podem ter o potencial de
influenciar o curso da infec¢do ou doenca (Dunn et al. 2002; Pignatelli et al. 2004;
Dargan et al. 2010).

No entanto, existem diferentes fatores que limitam o estabelecimento de
uma relacdo clara entre um gendtipo especifico de HCMV e o desenvolvimento de
infeccBes e doencas. Identificando o gendtipo de apenas um gene ndo é suficiente
para prever o impacto que o virus pode ter no hospedeiro, considerando a
variabilidade genética de uma estirpe de HCMV. Assim, pelo menos os gendtipos de
diferentes genes essenciais devem ser determinados simultaneamente para
demonstrar a relacdo entre certas combinacGes de genotipos e os resultados clinicos
(Retiere et al. 2003; Ishibashi et al. 2007).

1.3.3 Ciclo de replicacéo e regulacéo génica do HCMV

O HCMV circula com frequéncia dentro de leucécitos polimorfonucleares
(neutrdfilos), em decorréncia da sua fagocitose por estas células de defesa e se
replica em células, como leucdcitos, células precursoras mielGides, ceélulas
endoteliais, epiteliais, neuronais, fibroblastos, hepatdcitos (Soderberg-Naucler 2006;
Ariza-Heredia 2013), sendo que para o cultivo in vitro as células mais utilizadas sdo
os fibroblastos (Griffiths 2012; Gaméz et al. 2014). A natureza da infecgdo por
HCMV sugere que mais de um tipo de receptor pode estar envolvido no processo da
entrada viral na célula (Chan et al. 2012). Estudos tém demonstrado que o HCMV ¢
capaz de se ligar a diversos receptores celulares, incluindo aqueles que nédo estdo
diretamente envolvidos na mediacdo da entrada do virus, tais como moléculas de
MHC de classe 1, anexina Il, CD13, e TLR2 (Boehme et al. 2006; Chan et al. 2012)
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e aqueles que sdo necessarios para a entrada do virus, incluindo HSPGs, PDGFR,
EGFR, heterodimeros de integrinas (a2p1, a6p1, e aVB3) e o receptor do fator de
crescimento epidérmico (EGFR) (Soroceanu et al. 2008; Chan et al. 2012; Nogalski
etal. 2013).

O tropismo celular ndo é dependente somente dos elementos virais que
facilitam a replicacdo viral, é preciso levar em consideracdo 0s mecanismos que
suprimem as respostas imunoldgicas das células do hospedeiro. O periodo de
incubacdo do HCMV ¢ por volta de quatro a doze semanas, e € ap0s este periodo que
regido parcial do gene da glicoproteina B ja pode ser detectada no sangue periférico
pela metodologia de PCR (Zanghellini et al. 1999; Ljungman 2004).

Na infeccdo produtiva, o genoma do HCMV ¢é expresso de maneira
sequencial e coordenadamente regulada por uma cascata de eventos transcricionais
que conduzem a sintese de trés classes de proteinas virais: imediatamente precoces
(IE ou ), precoces (E ou P) e tardias (L ou y). As proteinas que sdo originadas nos
periodos imediatamente precoce e precoce exercem papel regulador da replicacdo
viral e expressao de genes, enquanto as proteinas sintetizadas no periodo tardio estao
relacionadas aos elementos estruturais (Rasmussen 1990; Kalejta 2008; Mocarski et
al. 2013; Gamez et al. 2014).

O ciclo replicativo inicia-se com a adsorcdo do HCMV a superficie das
células do hospedeiro por meio da ligacdo das suas proteinas de superficie, como a
glicoproteina gpUL55 (gB), com os receptores celulares. A penetracdo do virus na
celula hospedeira ocorre por intermedio de uma série de interacdes entre proteinas
celulares e virais que levam a fusdo do envelope viral com a membrana plasmatica
celular, permitindo assim a liberacdo do nucleocapsideo e das proteinas do
tegumento no citoplasma celular. Posteriormente, estes sdo transportados até o
nucleo celular, onde ocorre a passagem do genoma viral para o interior do nucleo,
por meio de poros na membrana nuclear. No interior do nucleo celular sucede-se a
transcrigdo de genes virais e a replicacdo do DNA genémico (Landolfo et al. 2003;
Mettenleiter 2004; Tomtishen 2012) (Figura 3).

O DNA viral é transcrito pela RNA polimerase 1l do hospedeiro resultando
na sintese de trés categorias de proteinas, as imediatamente precoces (IE) ou a, as

precoces (E) ou B e as tardias (L) ou y (Figura 4). A transcri¢do dos genes IE e a
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traducdo dos respectivos RNA mensageiros (RNAm) que levam a formacdo das
proteinas IE atuam na transcri¢do e modulacdo da resposta do hospedeiro a infeccao.
A expressdo das proteinas E depende da presenca de proteinas IE funcionais, sendo
que os seus genes codificam para fatores de replicacdo de DNA viral e proteinas
envolvidas na evasdo a resposta imune. Por fim, ha a formacdo de RNAms
necessarios para a codificacdo de proteinas estruturais na fase tardia do ciclo
replicativo. A replicagdo do HCMV provoca um efeito citopatico tipico,
caracterizado pelo arredondamento celular e com inclusdes intra e perinucleares
(Landolfo et al. 2003; Mocarski et al. 2013; Gamez et al. 2014).

Finalmente, no nucleo, acontece a juncdo das proteinas estruturais € o
encapsidamento do genoma viral. Subsequentemente ocorre um processo
recentemente aceito, em que o nucleocapsideo adquire primeiramente um envelope
por fusdo com a membrana nuclear interna, perdendo-o logo depois da passagem
pela membrana nuclear externa. No citoplasma, o virus obtém o tegumento final e o
envelope é novamente adquirido atraves de vesiculas derivadas do complexo de
Golgi. Por fim ocorre a liberacdo das particulas virais da célula por exocitose e
brotamento (Mettenleiter et al. 2009; Womack & Shenk 2010; Tandon & Mocarski
2012).
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RNA mensageiro; gp: glicoproteinas; pp: fosfoproteinas; p: proteinas. Fonte:

Géamez et al. 2014 (Adaptado).



1.3.4 Propriedades bioldgicas

O HCMV pode ser inativado por: incubacdo em solugdo com baixo pH
(pH<5) ou éter (20%) por duas horas, luz ultravioleta por 5 minutos, ciclos
sucessivos de congelamento e descongelamento e aquecimento a 56° C por 30
minutos. A particula de HCMV pode manter sua infecciosidade por até 45 minutos
apo6s aquecimento a 37° C, pode ainda persistir, de forma vidvel, em superficies
umedecidas por saliva de pelo menos seis horas a até sete dias e entre uma a duas
horas em superficies secas. O HCMV mantém a sua infecciosidade em solucGes de
bicarbonato de sddio com 35% de sorbitol e estocagem a -90° C (Huang et al. 1980;
Méndez & Sia 1999; Stowell et al. 2012; Gamez et al. 2014).

1.4 TRANSMISSAO, PATOGENIA VIRAL, CARACTERISTICAS
CLINICAS E IMUNIDADE AO HCMV

O HCMV pode ser transmitido a um individuo susceptivel por meio do
contato com urina, saliva, sémen e outros fluidos corporais de individuos infectados;
pelo transplante de 6rgdos infectados; transplante de células precursoras da linhagem
hematopoiética com o virus latente; pela via vertical (transmissdo da mée para o filho
durante a gestacdo, parto ou amamentacdo), pela via parenteral (principalmente
através de transfusdo sanguinea) e através de fomites (Cannon et al. 2011; Stowell et
al. 2012; Mocarski et al. 2013).

Recém-nascidos e criancas podem ser infectados durante o nascimento por
meio da passagem pelo cérvix uterino da mae infectada, durante o periodo pés-natal
através do leite materno ou durante a infancia através de contato direto com outras
criancas em bercarios ou creches e pode estar associado com sequelas graves, como
microcefalia, retardo mental e perda auditiva neurosensorial (Harvey & Dennis 2008;
Rafailidis et al. 2008; Soper 2013; Smiechura et al. 2014). Apo6s a puberdade, o
HCMV é transmitido principalmente através da saliva e por contato sexual (Motta &
Martins 2008).

A doenca clinica pelo HCMV pode ser resultante de: infeccdo primaria em

individuos previamente soronegativos, que esta geralmente associada com a excre¢ao
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viral persistente por semanas, meses e até anos; infecgdo secundaria por reativacao
de particulas virais em estado de laténcia e ainda secundaria por reinfec¢éo por outra
estirpe do virus (Hibberd & Snydman 1995; Patel & Paya 1997; Maya & Azulay
2000; Soper 2013).

Um termo abrangente que pode ser utilizado para caracterizar individuos
cujas amostras clinicas sdo positivas para HCMV ¢ “infeccao ativa pelo HCMV”,
que é definida pela literatura como a deteccdo do HCMV a partir de sangue total e/ou
seus derivados (soro, pellet e plasma) em um paciente negativo para anticorpos anti-
HCMV (infeccdo primaria) ou em um paciente positivo para anticorpos anti-HCMV
(infeccdo secundaria por reativagdo do virus latente ou por reinfecgdo com outra
estirpe de HCMV) (Manuel et al. 2009; Ljungman 2011).

O curso da infeccdo por HCMV pode ser definido em trés tipos: infeccao
assintomatica, em que pacientes apresentam viremia para 0 HCMV, mas sem
sintomas clinicos caracteristicos; doenca ndo-invasiva ou infec¢do sintomatica, em
que pacientes apresentam viremia para 0 HCMV associada a sintomas caracteristicos
da sindrome viral como astenia e febre, podendo ocorrer alteracbes hematoldgicas
como leucopenia ou plagquetopenia, bem como alteracbes das enzimas hepaticas; e
doenca invasiva ou sistémica, caracterizada pela demonstracdo do virus em tecido
ou 6rgdo associado ao quadro clinico relativo ao qual o tecido ou érgdo esta
relacionado (Ljungman et al. 2002a; Gentile et al. 2006; Cariani et al. 2007; Azevedo
et al. 2015).

Aproximadamente 10% das infeccbes primarias em  pacientes
imunocompetentes estdo associadas com a sindrome da mononucleose, caracterizada
por mal-estar, febre e linfocitose atipica e clinicamente indistinguivel da infeccéo
priméria pelo virus Epstein-Barr (EBV) (Motta & Martins 2008; Crough & Khanna
2009; Mocarski et al. 2013; Gamez et al. 2014).

A infeccdo congénita por HCMV é causa de grave morbidade podendo ser
fatal para o recém-nascido e, € a principal causa infecciosa de surdez e um grande
contribuinte de anormalidades do desenvolvimento neurolégico em criangas (Ross &
Boppana 2005; Fowler & Boppana 2006; Gamez et al. 2014). A frequéncia de
infeccdo congénita por HCMV resulta de infeccdo priméria da gestante durante a
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gravidez ou da reativacdo de HCMV na gestante (Kenneson & Cannon 2007; Crough
& Khanna 2009).

Em pacientes imunocomprometidos, como portadores do Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV) e receptores de transplantes, seja de 6rgéos solidos
ou de precursores hematopoiéticos, o0 HCMV atua como um virus altamente
oportunista, causando morbidade e mortalidade nesses individuos e a gravidade da
infeccdo por HCMV em imunocomprometidos esta diretamente relacionada com o
grau de imunossupressdo (Crough & Khanna 2009; Gamez et al. 2014).

Tem sido proposto que o HCMV seja capaz de afetar o sistema
cardiovascular dos seres humanos. A maioria dos estudos, especialmente aqueles
com maior populacdo de pacientes e mais dados apresentam tal relacdo (Karbasi-
Afshar et al. 2013; Heybar et al. 2015). No entanto, alguns estudos também falharam
em detectar a presenca de HCMV em placas ateroscleréticas ou mostrar qualquer
associagdo entre esse virus e doenca cardiovascular. Por isso, o papel de HCMV em
DCV permanece controverso (Yaiw et al. 2013).

A infeccdo por HCMV pode ainda ter efeitos indiretos que influenciam na
rejeicdo cronica do enxerto e predispor os individuos imunocomprometidos a
superinfec¢cdes oportunistas causada por uma variedade de microrganismos, como
bactérias e fungos (Crough & Khanna 2009; Freeman 2009; Smedbraten et al. 2014).

O HCMV pode induzir efeitos citopaticos provocando a destruicdo completa
do tecido infectado. Como a grande maioria das infeccGes primarias tem carater
subclinico, ndo sdo diagnosticadas e o virus permanece latente em células endoteliais
e em células mononucleares do sangue periférico, podendo permanecer por toda a
vida do hospedeiro, controlada pela imunovigilancia mediada pelos linfocitos T
CD8" citotoxicos, cuja principal funcio é a lise de células alvo infectadas, e assim,
essas células que abrigam o virus latente servem de reservatério para a reativagédo
viral e possivelmente de fonte de infeccdo para outros individuos susceptiveis (Gerna
et al. 2008; Mocarski et al. 2013; Razonable & Humar 2013; Smith & Khanna 2013;
Gamez et al. 2014).

A infecgéo latente € caracterizada por um baixo nivel ou até auséncia da
replicacéo detectavel do virus, sendo que o nivel de HCMV no sangue é muito baixo

e os ensaios de PCR sdo quase invariavelmente negativos em pessoas saudaveis, com
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a manutencdo de genomas virais na forma de epissomas em algumas ceélulas
mononucleares CD14" do sangue periférico e nas células CD34" e CD33" da medula
0ssea, podendo estas células sofrer reativacdo da replicacdo viral em algum momento
apos a infeccdo (Reeves et al. 2005; Bego & Jeor 2006; Hargett & Shenk 2010;
Huang et al. 2012; VVollmer et al. 2015).

A capacidade do HCMV para estabelecer a infeccdo latente e reativar a sua
replicagdo com consequéncias que podem ser devastadoras ressalta a importancia de
entender os mecanismos de reativacdo em células mieldides maduras. A
diferenciacdo das células dendriticas (CD) depende de ativacao de vias celulares de
sinalizacdo e expressdo de genes inflamatérios. Durante a diferenciagdo em
macréfagos e CD, reativacdo € observada, com inducdo de transcricdo litica,
replicacdo do DNA e, em ultima andlise, producdo de progénie viral (Limaye et al.
2008; Huang et al. 2012; Sinclair & Reeves 2014). Reeves e Compton (2011)
comprovaram importante papel da interleucina-6 (IL-6) na sinalizagdo para
diferenciacdo das CD que é determinante para a reativacdio do HCMV. A IL-6
conduz a reativacdo por suprarregulacdo transcricional dos principais genes
imediatamente-precoces (IE), que resulta na progresséao eficiente do ciclo replicativo
do virus e, em ultima andlise, titulos mais elevados de particulas infecciosas (Reeves
& Compton 2011).

A imunidade mediada por células é essencial para controlar a infeccdo por
HCMV. Os principais alvos dos linfocitos T CD8" e CD4" sdo a proteina viral pp65
(UL83) e a proteina immediate early 1 (IE1). Em transplantados esta subpopulacdo
de linfocitos é praticamente inexistente até o sexto més ap6s o transplante
dependendo da dose e do tipo de imunossupressor utilizado durante o
condicionamento do paciente, enquanto que criangas com infec¢do congénita ou
perinatal apresentam linfocitos T CD4" com baixo nivel de atividade e sem a atuagio
destes, os linfocitos T CD8" sdo incapazes de conter a replicacdo viral (Chen et al.
2004; Griffiths 2009; Gamez et al. 2014). Uma possivel explicacdo para a
diminuicdo da funcdo das células T CD4" é que no processo de realizacdo de
coexisténcia com seu hospedeiro, 0 HCMV desenvolveu estratégias para escapar do
sistema imune do hospedeiro (Lidehall et al. 2013). Entre 0os mecanismos relatados

com efeito direto ou indireto sobre as células T CD4" esta a regulacio da expressdo
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de MHC Il em CD, diminui¢do do numero de CD do tipo Langerhans e inibigdo da
diferenciacdo de mondcitos em CD (Gredmark et al. 2003; Odeberg et al. 2003;
Moutaftsi et al. 2004; Lee et al. 2006).

Tanto a imunidade humoral quanto a celular, incluindo células como as
Natural Killer (NK), estdo implicadas no controle da infeccdo. O papel dos
anticorpos na protegéo e controle do HCMV tem sido debatido. No entanto, estudos
indicam que a imunidade humoral é crucial para restringir a disseminacao viral e
provavelmente contribui para minimizar as manifestac6es clinicas da doenca (Gerna
et al. 2008). No entanto, a gravidade da doenca esta relacionada a deficiéncias da
imunidade celular, isto é, individuos que apresentam linfopenia tendem a demonstrar
quadros mais graves da doenca disseminada por HCMV (Griffiths 2009; Gamez et
al. 2014).

A infeccdo por HCMV induz a producdo de anticorpos especificos IgM e
IgA que aparecem quase simultaneamente a excre¢do do virus em saliva e urina,
além de anticorpos IgG. Os anticorpos IgM sdo detectaveis por métodos soroldgicos
ja ao final da primeira semana de infeccdo e podem persistir por 2 a 8 meses em
individuos imunocompetentes, enquanto IgA pode ser detectada até um ano apos a
infeccdo. Os anticorpos 1gG também aparecem logo apds as seis primeiras semanas
da infeccdo, sendo o seu aumento progressivo, seguido por declinio, perdurando em
baixos titulos por toda a vida. Os anticorpos IgG que tém como alvo principalmente
epitopos das glicoproteinas do envelope gB e gH sdo neutralizantes. Em mulheres
gravidas, a presenca de 1gG antes da gravidez esta relacionada com a reducdo do
risco de transmissdo do virus ao feto (Méndez & Sia 1999; Gamez et al. 2014).

1.5 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

As amostras clinicas utilizadas para a deteccdo do HCMV ou seus
componentes sdo: soro, plasma, sangue total, urina, saliva, fluido de lavagem
broncoalveolar (LBA) e células progenitoras hematopoiéticas. As amostras enviadas
para diagnostico devem ser mantidas refrigeradas (4-10°C) até o processamento
(Gémez et al. 2014). A recomendacdo de processamento das amostras varia de

acordo com o método empregado. Os testes para anticorpos anti-HCMV estdo
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atualmente limitados pelas diretrizes dos fabricantes para amostras armazenadas por
sete dias ou menos. Assim, amostras armazenadas em geladeira por mais de sete dias
ndo podem ser testadas para a presenca de anticorpos anti-HCMV (Roberts et al.
1997). Da mesma forma, para o ensaio de antigenemia, recomenda-se processamento
das amostras em até 6 horas apés a coleta, ocorrendo perda da sensibilidade do teste
apos este periodo para o processamento (Schafer et al. 1997). J& para os métodos
moleculares, estudos relatam certa estabilidade do DNA do HCMV quando estocado
em plasma ou em sangue total por 14 dias a uma temperatura de 4°C (Abdul-Ali et
al. 2011).

1.5.1 Diagnostico sorolégico

Deteccéo da resposta imune humoral. Técnicas soroldgicas para a deteccdo
de anticorpos especificos IgM e 1gG contra HCMV sdo Uteis principalmente para o
diagnostico de infeccdo priméria sintomdtica (mononucleose, hepatite, retinite,
dentre outras) e na determinacdo do estado soroldgico de doadores e receptores de
Orgdos. A pesquisa de anticorpos IgM especificos para diagnéstico de infeccdo
aguda, ou da classe 1gG para demonstracdo de soroconversao, ou infecgdo pregressa,
podem ser utilizadas para demonstrar contato prévio com o HCMV (Griffiths 20009;
Kadambari et al. 2011; Lazzarotto et al. 2011). No entanto, a pesquisa somente de
anticorpos IgM muitas vezes leva a resultados de dificil interpretacdo, ja que estes
anticorpos podem permanecer detectaveis por meses. Assim, € Util apenas para o
diagnostico de infeccdo primaria sintomatica em criancas (Gamez et al. 2014).

As infecgbes primarias por HCMV na gravidez sdo geralmente
assintomaticas e detectadas por sorologia. O anticorpo IgM-HCMV é gerado apés a
infeccdo primaria, mas também pode aparecer durante uma infeccdo secundaria e é,
portanto, de uso limitado de diagndstico por si s6. Em contraste, a presenca de baixa
avidez de IgG-HCMV tem demonstrado ser um indicador soroldgico Unico e
confidvel da infec¢do primaria pelo HCMV (Dollard et al. 2011; Enders et al. 2013).

As mulheres com infecgdo primaria pelo HCMV durante a gravidez estdo
em maior risco de ter uma crianca com HCMV congénita com transmissdo

intrauterina de HCMV ocorrendo em cerca de 40% das infecgdes primarias durante a
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gravidez (Fowler et al. 2003). No entanto, a reinfeccdo materna com uma estirpe
diferente de HCMV pode ocorrer e tais reinfecges tém sido associadas com a
transmissdo intrauterina, infeccdo fetal prejudicial, e sequelas a longo prazo
(Yamamoto et al. 2010). Existem varias técnicas sorologicas para a pesquisa de
anticorpos para HCMV: reacdo de fixacdo complementar, aglutinacdo com particulas
de latex, ELISA, imunofluorescéncia indireta, imunocromatografia, a fluorescéncia
anticomplemento, quimioluminescéncia e inmunoblotting. Como técnicas manuais,
as mais simples sdo a aglutinacdo com particulas de latex e a imunocromatografia.
Estas técnicas sdo mais utilizadas nos servicos de emergéncia nos laboratorios de

hospitais para sorologia de doadores de 6rgdos (Griffiths 2009; Gamez et al. 2014).

Avaliacdo da resposta imune celular. Avaliar a resposta imune celular
contra 0 HCMV permite determinar a capacidade do paciente transplantado de
responder a reativacdo do HCMV no periodo pés-transplante, sendo que a maioria
dos estudos inicia a investigacdo da reconstituicdo imunoldgica somente a partir de
30 dias apos o transplante (Lilleri et al. 2009; Guerrero et al. 2012).

Existem diferentes métodos para contagem e caracterizacdo de linfdcitos
CD8" e CD4" que reconhecem epitopos especificos do HCMV: coloragdo de
tetrameros ou citocinas intracelulares, citometria de fluxo, ELISPOT e
QuantiFERON®-CMV. Destes, provavelmente, o ultimo é o método mais
recomendado, por varias razdes: é um teste simples, requer manipulacdo minima das
amostras clinicas, e disponibilidade comercial. O ensaio QuantiFERON®-CMV
quantifica o IFN-y produzido por células T CD8", quando estimuladas in vitro com
antigeno de HCMV , quantificando assim, as respostas imunoldgicas frente aos
peptideos imunogénicos do HCMV, pela presenca de linfocitos T CD8" especificos
(Hebart 2002; Giulieri & Manuel 2011; Tormo et al. 2011).

1.5.2 Detecgdo de particulas de HCMV ou seus antigenos
Amostras clinicas podem ser utilizadas para inoculacdo em monocamadas
celulares a fim de se multiplicar particulas virais viaveis, para posterior identificacao,

por algum método de deteccdo do virus completo ou algum de seus componentes,
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tais como  microscopia eletrbnica, Ensaio  Imunoenzimético  (EIE),
imunofluorescéncia ou métodos moleculares. O HCMV replica-se eficientemente em
fibroblastos humanos. As linhagens celulares mais frequentemente utilizadas sao de
fibroblastos de pulmao de embrionario, como MRC-5. Em geral, o cultivo tradicional
é lento e s@o necessarios pelo menos 21 dias para se confirmar que uma amostra é
negativa para a presenga do virus (Méndez & Sia 1999). A melhor alternativa para a
propagacao do virus em cultura de células é o emprego da técnica de shell-vial (SV),
que permite um diagnéstico em 18-48h. A amostra é inoculada por centrifugacédo
sobre uma monocamada da linhagem celular MRC-5 que crescera em lamina. Apos
incubagdo de 18-48h, uma imunofluorescéncia é realizada sobre a monocamada,
utilizando-se anticorpos monoclonais especificos para o antigeno de fase inicial p72
(Griffiths & Emery 1997).

A deteccao precoce do HCMV pela técnica de SV se aplica a todo tipo de
amostra. A detec¢do na urina do recém-nascido, nas duas primeiras semanas de vida,
é util para o diagndstico de infeccdo congénita. A cultura de urina positiva para
HCMV realizada ap0s 21 dias de vida ndo pode assegurar que a infecgéo é congénita,
uma vez que a aquisicao possa ter sido perinatal. Além disso, um resultado positivo
de SV no sangue de pacientes transplantados tem um alto valor preditivo positivo de
doenca sintomatica por HCMV (Griffiths & Emery 1997; Razonable et al. 2002).

1.5.3 Teste de antigenemia

O teste de antigenemia (AGM) baseia-se na utilizagdo de anticorpos
monoclonais para detectar a proteina do tegumento viral pp65, produto do gene
UL83, que é o principal antigeno viral presente em leucocitos do sangue periférico
durante a infeccdo por HCMV (Grefte et al. 1992; Méndez & Sia 1999). Nesta
técnica, se separa o pellet (creme leucocitario) do sangue com anticoagulante. Um
numero determinado de leucdcitos é depositado sobre uma lamina de vidro utilizando
uma citocentrifuga e estas laminas sdo incubadas com anticorpos monoclonais contra
a proteina pp65, conjugados a um fluorocromo. A presenca de pelo menos um nucleo

positivo no teste de antigenemia ja é indicativo de infeccdo (Gamez et al. 2014).
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A pesquisa do antigeno pp65 (AGM) do HCMV em leucécitos de sangue
periférico € muito utilizada para monitorar a replicacdo do HCMV e est4 associada
ao risco de doenca pelo HCMV (Boeckh et al. 2004a; Kalpoe et al. 2004; Schroeder
et al. 2004; Cariani et al. 2007). Apesar de ser uma técnica relativamente simples e
padronizada para 0 monitoramento e tratamento da infeccdo por HCMV em
transplantados, a labilidade da amostra de sangue, que deve ser processada em
poucas horas, a possivel falha na interpretacdo dos resultados em amostras de
pacientes neutropénicos, e a elevada simplificacdo e automatizacdo, além de
sensibilidade e especificidade das técnicas moleculares quantitativas recentes, que
ndo estdo sujeitas as desvantagens da AGM, tém forcado muitos laboratérios a
substituir os testes classicos de AGM pela quantificacdo do DNA para o controle de

infeccdo por HCMV no paciente transplantado (Gamez et al. 2014).

1.5.4 Diagnostico molecular

A amplificacdo génica pela reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) é um
método de biologia molecular que possibilita a producdo de grande quantidade de
fragmentos especificos de DNA a partir de substratos complexos e em concentraces
diminutas. Sendo assim, a técnica de PCR permite que a detec¢do do genoma do
HCMV seja especifica e sensivel, podendo ser utilizada como ferramenta no
diagnostico precoce da infec¢do provocada por este virus (Saiki et al. 1985; Pollack
et al. 2011).

A técnica de PCR consiste na amplificacdo seletiva de uma sequéncia-alvo
de DNA especifica, utilizando um par de iniciadores que sdo complementares a uma
regido parcial, conservada ou variavel, do genoma viral. Demmler et al. (1988) e
Shibata et al. (1988), possibilitaram através de seus trabalhos a introducdo da técnica
de PCR no diagnéstico precoce da infeccdo pelo HCMV. Se o objetivo é a detecgéo
do genoma viral, a escolha de iniciadores para amplificagdo requer o uso de
sequéncias gendmicas altamente conservadas entre HCMV distintos, pois isto ira
garantir sensibilidade e especificidade para o teste (Albuquerque 2006).

Devido a alta sensibilidade do método de PCR, os principais problemas sao

os resultados falso-positivos decorrentes da contaminagdo na execucdo do teste.

23



Resultados falso-negativos podem ter como causa a variabilidade genética do virus
ou pela presenca de inibidores na amostra clinica (The et al. 1992).

Maior sensibilidade e especificidade podem ser alcangadas com a técnica de
“Nested PCR” (nPCR), utilizada por Porter-Jordan et al. (1990) e Brytting et al.
(1991). Esta variacdo da PCR tradicional € uma técnica que amplifica uma sequéncia
alvo em dois passos: na primeira amplificacdo, utiliza-se um par de iniciadores
especificos para uma sequéncia-alvo; a partir do produto desta primeira reacdo, um
novo par de iniciadores € utilizado para uma regido interna a sequéncia anterior, por
isso 0 aumento da sensibilidade e especificidade da reacdo (Xu et al. 1993; Brainard
et al. 1994; Fox et al. 1995; Ehrnst 1996).

Entre as regi®es mais utilizadas como alvo nas reagdes de nPCR encontra-se
a regido UL123, que codifica o antigeno Major immediate early (MIE), por ser uma
regido altamente conservada e além disso, durante a infeccdo ativa, este gene € um
dos genes rapidamente expressos, levando-se em consideracdo que oS genes do
HCMYV sdo expressos em uma cascata temporal e 0s genes imediatamente precoces
do HCMV incluem o gene UL123 (Zhang et al. 2010; Mocarski et al. 2013).

Como ja mencionado, a expressdo dos genes virais € um resultado da
interacdo do virus e dos componentes das células infectadas. Em geral, o virus utiliza
0s mecanismos celulares para alcancar uma expressao génica bem sucedida. No
momento inicial da infec¢do pelo HCMYV, dois passos de regulacdo génica viral sdo
fundamentais: 1) a regulacdo do gene IE através da interacdo de fatores celulares
com o major promotor IE (MIEP) e 2) a ativacdo de genes precoces por proteinas IE
(Stinski & Isomura 2008). Neste contexto, a proteina IEL é uma proteina-chave
produzida pelo HCMV. A proteina IE1 é uma proteina ndo-estrutural que é
rapidamente expressa apos a infeccdo e durante todo o ciclo de replicativo e serve
uma funcdo reguladora chave. Em pacientes internados com infeccdo pelo HCMV,
uma proporc¢do substancial de linfocitos T reagem com epitopos da IE1 (Kern et al.
1999; Lacey et al. 2005). E provavel que a pressdo imunoldgica favoreca o
desenvolvimento de diversidade genética, como células CD8" IE1-especificas sejam
capazes de interromper o ciclo de reativacao da transcri¢do que leva a infeccéo litica
iniciada pela expressdo do produto principal do gene IE (Simon et al. 2006). Até a
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data, quatro genotipos diferentes de IE1 foram descritos (I, 11, 111, V) com base no
polimorfismo do exon-4 do gene IE1 (Lisboa et al. 2012).

Outra variante da PCR tradicional, o procedimento da técnica de PCR em
tempo real (RT-PCR) ou PCR quantitativa (qPCR). Para a pesquisa de HCMV, pode
ser utilizado tanto o SYBR Green, corante intercalante de DNA fita dupla, quanto a
metodologia de TagMan, sendo que esta Gltima emprega além dos iniciadores sondas
homdlogas a sequencia alvo do genoma viral (Heid et al. 1996; Oliveira 2010)
(Figura 5).
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Figura 5. Representacdo grafica das fases da PCR em
tempo real. C+: cycle threshold, corresponde ao nimero de
ciclos necessarios para que a fluorescéncia da reacdo seja
detectavel. Oliveira 2010.

As principais vantagens da gPCR incluem a elevada sensibilidade do teste,
uma menor chance de contaminacgdo entre as amostras, rapidez e a possibilidade de
quantificacdo do nimero de copias genémicas do agente em questdo, sendo também
menos susceptivel ao problema da leucopenia nestes pacientes, ja que é capaz de
detectar um baixo numero de sequencias alvo do DNA viral, constituindo importante

ferramenta diagnostica para o acompanhamento e avaliagdo do progndstico do
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paciente (Kim et al. 2007; Allice et al. 2008; Oliveira 2010). Entretanto, esta técnica
também apresenta algumas desvantagens, como o elevado custo (Oliveira 2010).

Especialmente nos receptores de transplantes de medula 0ssea, a técnica
gPCR parece ser mais eficaz do que o ensaio de AGM como suporte para as decisdes
relativas ao inicio de tratamento antiviral (Mori et al. 2004; Gimeno et al. 2008). O
ensaio ideal permite obter resultados que possam ser aplicados nas instituicdes como
um todo, permitindo o estabelecimento de valores universais de corte, tanto para a
iniciacdo quanto para interrupcdo de terapia em diferentes grupos de pacientes
submetidos a transplante (Babady et al. 2015). Entretanto, problemas como o elevado
custo da utilizacdo desta metodologia para 0 monitoramento de pacientes atendidos
em centros de transplantes publicos, e a falta de consenso entre os grupos de
pesquisas com relacdo a que regides do genoma viral devem ser pesquisadas e qual o
protocolo a ser seguido, dificultam a sua utilizacdo em ampla escala.

Técnicas de detecgdo rapida (tanto de antigenos quanto de &cido nucleico)
sdo comumente e efetivamente usadas para monitorar os individuos em risco de
infeccdo ativa por HCMV e para um inicio precoce da terapéutica antiviral
preemptiva. Receptores de AloTCPH geralmente sdo monitorados de forma semanal
durante os primeiros 100 dias pés-transplante (Ceballos et al. 2014). O ensaio de
AGM ¢, geralmente, utilizado para monitorizar infec¢do ativa por HCMV e a
definicdo de AGM positiva varia entre os centros hospitalares, desde a qualquer
célula positiva a até >10 células infectadas por 2x10° leucécitos (Takenaka et al.
1997; Choi et al. 2009).

Tipicamente, a terapia antiviral preemptiva € iniciada com um resultado
positivo por AGM. No entanto, esta técnica pode estar propensa a resultados falso-
negativos nessa populacdo devido a neutropenia comumente observada apdés o
transplante. Mais recentemente, os ensaios de qPCR tém sido introduzidos para a
deteccdo do DNA viral como uma forma de rastrear a infecgéo ativa por HCMV,
bem como para se estimar o numero de cOpias gendmicas na amostra analisada. No
entanto, ainda ndo ha um consenso quanto aos valores-limite de carga viral, devido a
auséncia de um protocolo padronizado de gPCR entre os diferentes centros e
laboratdrios. Em geral, o limiar de qPCR para o inicio da terapia antiviral varia entre
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cerca de 2.000 a 10.000 copias virais/ml de sangue (Mori et al. 2002; Verkruyse et al.
2006; Boeckh & Ljungman 2009; Ross et al. 2011; Takenaka et al. 2015).

A variabilidade significativa no resultado de carga viral de HCMV entre os
métodos moleculares atualmente utilizados limita a comparacao interlaboratorial
desses resultados. Buscando minimizar essa limitacdo, o Comité de Peritos em
Normalizacdo Bioldgica da Organizacdo Mundial da Saude estabeleceu recentemente
0 Primeiro Padrdo Internacional para testes de DNA de HCMV, que consiste em um
padrdo da estirpe Merlin na concentracdo 5x10° Ul/ml. Os resultados serdo
apresentados em unidades internacionais (Ul)/ml, que pode ser comparado entre 0s
centros de transplantes. A disponibilidade desses controles permitird que os centros
de transplantes avaliem o desempenho das metodologias utilizadas e os resultados
obtidos permitirdo definir um padrdo para orientacbes em relacdo a terapia
preemptiva de HCMV (Fryer et al. 2010). No entanto, Hayden e colaboradores
(2015), ao avaliar a comutatividade (equivaléncia de resultados de exames quando
realizados em diferentes equipamentos ou sistemas analiticos) deste padrédo
utilizando dez diferentes testes de gPCR realizados por oito diferentes laboratdrios
observaram que dependendo do ensaio utilizado, o padrdo demonstrou fraca ou
ausente comutatividade com até 50% dos ensaios, assim, a falta de comutatividade
utilizando este padrdo com varios dos ensaios sugere que mais estudos sdo
necessarios para trazer a instituicdo de um consenso.

Devido a falta de padronizacdo entre centros e laboratérios em relagdo as
técnicas a serem utilizadas e também & amostra clinica, os resultados de ensaios in-
house ndo podem ser comparados entre os diferentes centros de transplante. Embora
ensaios de diagndstico que utilizam pellet de células estejam bem estabelecidos na
maioria dos centros de transplante, o0 qPCR no plasma é cada vez mais utilizado para
0 monitoramento de HCMV. O monitoramento de HCMV no plasma pode ser mais
facil para padronizar e executar em comparagdo com ensaios utilizando o pellet. No
entanto, os ensaios utilizando plasma geralmente parecem ser menos sensiveis
(Limaye et al. 2001; Herrmann et al. 2004; Zhang et al. 2010). E importante ressaltar,
que na maioria dos centros brasileiros onde se realiza 0 TCPH pelo Sistema Unico de
Salde (SUS), sO é realizado o qPCR em amostras de pacientes que possuem

condigdes financeiras para pagar pelo servico.
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1.6 ANTIVIRAIS COM ATIVIDADE CONTRA O HCMV

Atualmente, sdo aprovadas pelo FDA (US Food and Drug Administration)
sete antivirais para profilaxia ou terapia frente a infeccdo por HCMV: Ganciclovir,
Valganciclovir, Aciclovir, Valaciclovir, Foscarnet, Cidofovir e Fomivirsen. Estes
antivirais podem ser utilizados de forma terapéutica ou mesmo profilética, quando o
risco de estabelecimento da doenca por HCMV é alto, como nos pacientes
transplantados (Lautenschlager 2009).

De forma geral, esses agentes antivirais sdo analogos de nucleosideos. Nos
casos de pro-droga, esta deve ser convertida intracelularmente para sua forma
trifosfatada por uma cinase viral, que é codificada pelo virus durante a infecgéo.
Subsequentemente, quinases celulares catalisam a formacdo da droga em formas
difosfato e trifosfatadas, que estdo presentes em uma concentracdo maior nas células
infectadas pelo HCMV do que em células ndo infectadas. A forma trifosfatada,
modificada na sua extremidade 3", atua como inibidor competitivo da incorporacéo
de nucleotideos trifosfatados, e quando incorporada a cadeia interrompe a sintese do
DNA viral, interrompendo assim a replicacdo (Faulds & Heel 1990; Markham &
Faulds 1994; Crumpacker 1996).

O ganciclovir (GCV) foi o primeiro agente antiviral aprovado para o
tratamento da infeccdo pelo HCMV. E amplamente utilizado para o tratamento de
infeccdes por HCMV em pacientes com a imunidade celular baixa, em particular
pessoas com o HIV e os receptores de transplante de medula dssea e de 6rgéo sélido,
que estdo em alto risco para a doenga por HCMV invasivo (Pollack et al. 2011). O
valganciclovir é a pro-droga do GCV, é metabolizado no figado e é o medicamento
de escolha na profilaxia preemptiva contra 0 HCMV (Hodson et al 2005). O aciclovir
(ACV) é um substrato menos eficiente do que GCV, o que em parte explica a menor
poténcia in vitro de ACV em comparagdo com GCV em células infectadas pelo
HCMV. Outro fator que diferencia claramente ACV e GCV € o tempo de meia vida
do medicamento. Pelo fato da meia vida do ACV-TP ser de quatro a cinco vezes
menor quando comparada a de GCV-TP nas células infectadas, resulta em menor
nivel intracelular do ACV-TP. Tal como acontece com GCV, resisténcia de variantes
de HCMV ao medicamento ACV resulta de mutacdes no gene UL54 (DNA
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polimerase viral) ou no gene UL97 (fosfoquinase viral) (Biron 2006). O valaciclovir
(VAC) ¢ répida e extensivamente convertido em ACV ap6s a administracdo. Isso
resulta em aumento da biodisponibilidade de ACV em comparagdo com a obtida com
ACV oral (trés a cinco vezes mais elevada) (Emery et al. 2013). Em um estudo
retrospectivo, Vusirikala e colaboradores (2001), concluiram que o tratamento com
VAC reduziu significativamente o risco de infec¢do por HCMV apds TCPH do tipo
alogénico com minimizacao de efeitos colaterais.

O foscarnet (FOS) inibe a atividade da DNA polimerase viral pela ligacdo
ao local de ligacdo do pirofosfato na enzima, bloqueando a clivagem do pirofosfato,
interrompendo assim o elongamento da cadeia de DNA. A resisténcia a FOS tem
sido mapeada por mutacdes pontuais no gene UL54. FOS € considerado terapia de
segunda linha, mas € o medicamento recomendado para 0s pacientes que estdo em
falha terapéutica com o GCV devido a resisténcia viral, ou aqueles que ndo podem
ser tratados com GCV devido a neutropenia ou leucopenia dose-limitante (Razonable
& Emery 2004). O cidofovir (CDV) é um fosfonato nucleosideo aciclico. CDV é um
agente antiviral com elevada poténcia contra herpesvirus e outros virus de DNA, tais
como virus da variola. Quinases hospedeiras convertem CDV na forma difosforil
ativa, e entdo, o CDV difosfato atua como um inibidor competitivo da DNA
polimerase viral, causando a terminacdo da cadeia do DNA viral (De Clercq 2005).

O formivirsen é um oligonucleotideo que blogueia a traducdo de mRNA
viral, por ligacdo a sequéncia complementar do mRNA transcrito a partir do
segmento codificante da regido major immediate early do HCMV. Fomivirsen é
administrado de forma intra-ocular, principalmente nos casos de retinite por HCMV
(Biron 2006). Foi o primeiro antiviral anti-sense aprovado pela FDA (Geary et al.
2006).

O desenvolvimento de novos medicamentos, preferencialmente na
formulacdo oral, é necessario para o tratamento da doenca por HCMV, especialmente
doenca congénita em neonatos. Os medicamentos sistémicos aprovados
compartilham um mecanismo de acdo semelhante e, como consequéncia, a
resisténcia viral cruzada é um problema em relacdo ao atual arsenal de medicamentos
(Biron 2006).
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Embora eficazes, estes tratamentos estdo associados com efeitos
clinicamente  significativos, incluindo  mielossupressdo  (neutropenia ou
trombocitopenia com ganciclovir, valganciclovir, e cidofovir) e toxicidade renal
(com foscarnet e cidofovir) que complicam a utilizacdo destes agentes de forma geral
(Chemaly et al. 2014). Por isso, 0s principais objetivos do monitoramento da
infeccdo pelo HCMV em TCPH séo reduzir a necessidade de profilaxia e a utilizagao
de tratamento antiviral com comprovacéo de infecgdo por HCMV (Jang et al. 2012).

1.7 ESTRATEGIAS UTILIZADAS NA PREVENCAO DA INFECCAO
ATIVA PELO HCMV

Existem duas principais estratégias para prevenir a doenca por HCMV em
TCPH: profilaxia e terapia preemptiva. A profilaxia para 0 HCMV ¢ baseada na
administragdo de medicamentos antivirais como ganciclovir ou valganciclovir a
pacientes que estejam em risco de desenvolver a doenca por HCMV (Lautenschlager
2009). Essa estratégia é recomendada para todos os receptores negativos (R-) quando
os doadores sdo positivos (D+) para prevenir infecgdes primarias. Para profilaxia, a
medicacdo é administrada desde o periodo pré-transplante até trés meses apds o
transplante (Levitsky et al. 2008). As vantagens de incluir a profilaxia sdo a redugédo
da incidéncia de HCMV na fase inicial apos o transplante e, possivelmente, menos
efeitos indiretos da infeccdo por HCMV, tais como infec¢bes oportunistas e rejeicdo
do transplante (Paya et al. 2004; Razonable et al. 2005; Slifkin et al. 2005).

Terapia preemptiva é baseada no monitoramento da reativacdo do HCMV
antes do inicio dos sintomas clinicos. Essa estratégia é recomendada principalmente
para 0s pacientes de risco moderado ou baixo, como a receptores positivos (R+). No
entanto, esta estratégia vem sendo utilizada com sucesso também para pacientes de
alto risco (D+/R-) (Singh et al. 2008). A administragdo precoce de antivirais,
ganciclovir ou valganciclovir, com base no monitoramento da carga viral em sua
maioria por testes que estime o nimero de copias gendmicas virais, como métodos o
gPCR, pode evitar o desenvolvimento de doenca por HCMV (Boeckh & Ljungman
2009; Lautenschlager 2009).
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As vantagens da terapia preemptiva incluem menor tempo de exposi¢ao aos
medicamentos, jA que o antiviral € iniciado baseado em um teste diagndstico
positivo, e baixa toxicidade, bem como menos problemas de resisténcia (Singh et al.
2004; Singh et al. 2008). Estudos de meta-analises de ensaios controlados com
placebo tém demonstrado que a profilaxia pode ser uma estratégia superior em
comparagdo a terapia preemptiva a0 HCMV em relacdo aos efeitos indiretos da
infeccdo (Hodson et al. 2005; Kalil et al. 2005; Strippoli et al. 2006; Zhang et al.
2011), mas tanto a profilaxia quanto a terapia preemptiva foram eficazes na reducéo
da incidéncia da doenca por HCMV (Small et al. 2006).

Ambas as estratégias apresentam desvantagens (Meylan & Pascual 2006;
Fishman et al. 2007; Razonable 2008). As desvantagens da profilaxia incluem
exposicao prolongada ao medicamento, o desenvolvimento de resisténcia e, acima de
tudo, o desenvolvimento de inicio tardio da doenca por HCMV (Limaye et al. 2004;
Limaye et al. 2006; Park et al. 2006; Eid et al. 2008; Razonable 2008). A profilaxia
ndo impede o desenvolvimento da infeccdo priméaria pelo HCMV, ela apenas retarda
0 inicio da replicacdo viral e infec¢bes primarias por HCMV sdo relativamente
comuns apos a interrupc¢do da profilaxia (Lautenschlager 2009).

Por outro lado, o desenvolvimento de um protocolo de terapia preemptiva é
mais complicado, sendo altamente dependente do monitoramento laboratorial dos
pacientes e rapida logistica dos espécimes. Se 0s pacientes sdo monitorados
semanalmente ou uma vez em duas semanas, isto pode resultar no aparecimento de
doenca clinica antes da deteccdo laboratorial do HCMV. Isto pode ser observado
rapidamente, particularmente, em casos D+/R-, em razdo da cinética de replicacéo
viral. Além disso, tratamentos preemptivos longos ou intermitentes podem predispor
o0 desenvolvimento de estirpes resistentes aos medicamentos para HCMV (Emery et
al. 2000; Biron 2006). A estratégia de monitoramento laboratorial, a normalizacéo de
métodos de acordo com niveis de deteccdo de carga viral e regimes Otimos do
medicamento ainda estdo longe de consenso internacional (Razonable & Emery
2004; Preiksaitis et al. 2005; Griffiths et al. 2008). Até que esses problemas sejam
resolvidos, a maioria dos centros de transplante ou executam suas proprias

estratégias locais, ou simplesmente usam a profilaxia, sendo o ganciclovir e o

31



valganciclovir os medicamentos mais utilizados tanto na profilaxia quanto na terapia

preemptiva (Lautenschlager 2009; Emery 2013).

1.8 EPIDEMIOLOGIA

As infecgdes causadas por HCMV sdo frequentes, porém observa-se que a
infeccdo sintomatica é considerada rara em criangas e adultos imunocompetentes.
Entretanto, estima-se que de 30% a 90% dos adultos imunocompetentes apresentem
anticorpos 1gG-HCMV circulantes, sendo considerados soropositivos para HCMV
(Mussi-Pinhata & Yamamoto 1999; Taylor 2003; Griffiths 2004; Cannon et al.
2010).

A partir de estudos de soroprevaléncia em diversas populagdes, € possivel
afirmar que o HCMV ocorre em todas as regides do mundo (Cannon et al. 2010), e
sua presenca esta relacionada de forma inversamente proporcional ao status
socioecondmico da populacdo local e diretamente proporcional a idade (Staras et al.
2006; Crough & Khanna 2009; Cannon et al. 2010), o que leva a grandes variacGes
de prevaléncia, mesmo em uma mesma regido (Cannon et al. 2010).

Recentemente, foi reportado que a soroprevaléncia de anticorpos anti-
HCMV nos Estados Unidos € de 50% entre os adultos em geral (Bate et al. 2010),
mas as taxas em algumas popula¢des sdo ainda maiores. Aproximadamente 90% dos
mexicanos que vivem nos Estados Unidos sdo soropositivos aos 50 anos, assim como
88% dos pacientes submetidos a transplante de células-tronco na Itlia (Ljungman &
Brandan 2007; Hyde et al 2010).

No Brasil, estudos que abordam a soroprevaléncia para HCMV variam em
relacdo a populacdo de estudo, mas os resultados sdo congruentes. Matos e
colaboradores (2010; 2011) analisaram a soroprevaléncia para HCMV em doadores
de sangue (DS) e em pacientes com distarbios hematoldgicos (PDH) procedentes de
banco de sangue publico do estado da Bahia. Os resultados mostraram que a
soroprevaléncia geral foi de 87,9% em DS e de 89,4% em PDH (Matos et al. 2010;
Matos et al. 2011). Souza e colaboradores (2010) demonstraram uma soroprevaléncia
de 96% entre doadores de sangue da regido Sul do Brasil (Souza et al. 2010). Em
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pacientes transplantados renais tanto no Pard quanto Parana, a positividade para
anticorpos anti-HCMV foi de 100% (Silva et al. 2007; Okubo et al. 2014).

No estado de Goias, 0s estudos se concentram na soroprevaléncia em
gestantes ou mulheres na fase reprodutiva. Ferreira e colaboradores (2005)
encontraram uma soroprevaléncia de anticorpos anti-HCMV de 99% em gestantes
atendidas pelo Hospital Materno Infantil (Ferreira et al. 2005). Resultado similar foi
encontrado por Barbaresco e colaboradores (2014), que ao analisar a soroprevaléncia
de anticorpos anti-HCMYV em mulheres que sofreram aborto espontaneo completo ou
incompleto, encontraram anticorpos especificos para 0 HCMV em 97% desta
populagéo (Barbaresco et al. 2014).

Apesar da sua elevada prevaléncia em todo o mundo, as infec¢bes por
HCMV sdo geralmente imperceptiveis, exceto em recém-nascidos e individuos
imunocomprometidos, nos quais a infeccdo pode resultar em complicagdes como

pneumonia e doencas gastrointestinais e até mesmo ébito (Boeckh & Geballe 2011).

1.9 INFECCAO POR HCMV EM PACIENTES TRANSPLANTADOS
RECEPTORES DE CELULAS PROGENITORAS HEMATOPOIETICAS

O HCMV ¢é considerado um virus oportunista em pacientes
imunocomprometidos e uma das mais importantes complicacbes ap6s o transplante
de células progenitoras hematopoiéticas (TCPH). Representa uma das principais
causas de morbidade e mortalidade, pode causar doenga em mdultiplos érgdos que
possuem receptores para o virus, tais como rins, figado, coracdo e medula 6ssea,
sendo que a doenca pode se desenvolver tanto precoce quanto tardiamente apds o
transplante (Krause et al. 1997; Zaia et al. 1997; Ljungman et al. 2002b; Boeckh et
al. 2003; Boeckh & Ljungman 2009). A soropositividade para HCMV continua a ser
um fator de risco para a mortalidade relacionada ao transplante em pacientes que
recebem um transplante de um doador nédo aparentado, apesar dos grandes avangos
no diagndéstico e do tratamento precoce (Broers et al. 2000; Craddock et al. 2001,
Meijer et al. 2002; Boeckh & Ljungman 2009).

O estado sorologico em relacdo ao HCMV do doador e do receptor (D/R)

antes do transplante também esta correlacionado com a incidéncia e gravidade da
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infeccdo. Receptores soronegativos de um oOrgdo HCMV-positivo (D/R) irdo
desenvolver infecgdo primaria. Contudo, nos receptores soropositivos (D*/R* ou D
/R, ocorre a reativacdo da infeccdo latente, provocada pela imunossupressdo, que
parece ser o principal fator para a reativacdo do HCMV (Glenn 1981; Adler et al.
1983; van der Bij & Speich 2001; van Burik et al. 2007). Mas a relacdo do estado
soroldgico a0 HCMV do doador e do receptor HCMV-soropositivo (R*) ainda é um
assunto controverso. Ljungman et al. (2003) sugeriram que a sele¢cdo de um doador
ndo aparentado HCMV-soropositivo para um receptor HCMV-soropositivo pode
estar associado com uma taxa de sobrevida aumentada em cinco anos e mortalidade
reduzida relacionadas ao transplante.

Dentre os fatores de risco associados a infec¢do ativa viral e/ou doenca
destaca-se a positividade para anticorpos especificos para 0o HCMV em pacientes que
irdo receber o transplante de células progenitoras hematopoiéticas, pois se estima que
aproximadamente 75% dos pacientes HCMV-soropositivos irdo manifestar a
infeccdo por HCMV apds o transplante (Boeckh et al. 2004b; Zhou et al. 2009;
Ljungman et al. 2011; Lin & Liu 2013). Outros fatores de risco incluem idade
avancada, transplante de sangue de corddo umbilical, irradiacdo de corpo inteiro,
doenga do enxerto contra o hospedeiro, dentre outros (Matsumura et al. 2007;
Ozdemir et al. 2007; Cummins et al. 2009; George et al. 2010).  Dentre as
complicacdes clinicas associadas a infeccdo ativa pelo HCMV estdo: pneumonia
intersticial, doenca gastrointestinal, retinite, pancitopenia, febre e demora na enxertia
(Crough & Khanna 2009; Ariza-Heredia et al. 2013; Gamez et al. 2014).

A maioria dos estudos sdo realizados com individuos submetidos a
transplante alogénico devido a infeccdo ativa do HCMV ser comumente associada a
este tipo de transplante, embora também possa ocorrer em transplantes autélogos,
mas com uma incidéncia inferior (Ljungman et al. 1998; Ruell et al. 2007).

A infecgdo por HCMV é a causa viral lider de morbidade e mortalidade em
pacientes receptores de células-tronco hematopoéticas. Cerca de 75% dos pacientes
de alto risco apresentam infeccdo ativa de HCMV pds-transplante, e sem profilaxia
ou terapia preventiva, 20-30% destes desenvolvem a doenca sisttmica por HCMV. A
terapia preemptiva baseada na antigenemia ou deteccdo do DNA do HCMV tem

reduzido significativamente o desenvolvimento de doenga por HCMV em pacientes
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AloTCPH. No entanto, a mortalidade da doenca pelo HCMYV ¢é relatada de até 50%,
mesmo com tratamentos (Boeckh et al. 2003; Yanada et al. 2003; Sharma et al.
2013).

Diante do exposto, tornam-se necessarios estudos que comparem diferentes
amostras clinicas e metodologias para que seja feito o diagndstico sensivel e
especifico para HCMV desempenhando assim um papel essencial na prevencdo da
infeccdo e doenca por HCMV durante o periodo inicial apds o transplante,
representando um papel fundamental para o melhor prognéstico da doenca e na
resposta terapéutica (Kotton et al. 2010; Razonable 2013).
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2 JUSTIFICATIVA

As infeccbes virais constituem uma das principais causas de
morbimortalidade em pacientes submetidos ao transplante de células progenitoras
hematopoiéticas (TCPH) e, por conseguinte, 0 monitoramento viral tem um grande
impacto sobre o prognostico destes pacientes (Ljungman et al. 2010; Moses et al.
2011). A infeccéo por citomegalovirus humano (HCMV) é atualmente reconhecida
como a principal causa de fatalidade apés o TCPH do tipo alogénico (AloTCPH),
sendo frequentemente associada a infeccdo de multiplos oOrgédos, resultando em
diversas sindromes tais como: pneumonia, hepatite, gastroenterite, retinite e
encefalite (Paris et al. 2009; Mori & Kato 2010).

Apesar da elevada ocorréncia de HCMV na referida populacdo, 0 momento
ideal para o inicio do monitoramento dos pacientes, o tipo de amostra clinica mais
apropriada (soro, células mononucleares do sangue periférico ou sangue total), bem
como a metodologia mais adequada para o diagnostico precoce e auxilio para a
tomada de decisdo da necessidade do inicio do tratamento preemptivo ndo estdo
ainda definidos. Ademais, estudos sobre o monitoramento da infeccdo ativa por
HCMV em pacientes submetidos a transplante de células progenitoras
hematopoiéticas comparando diferentes metodologias de diagndstico e em mais de
um tipo de amostra clinica, sdo ainda escassos no pais.

Diante do exposto, este estudo teve como principal motivacdo realizar um
estudo comparando diferentes metodologias para detec¢do da infeccdo ativa por
HCMV em pacientes submetidos a transplante alogénico de células progenitoras
hematopoiéticas no Hospital Aradjo Jorge/AACGO, assim como identificar o melhor
periodo para a realizacdo do monitoramento, a amostra clinica e a técnica mais
sensivel e com melhor custo-beneficio para a detec¢do do HCMV.

Os dados obtidos serdo repassados aos responsaveis pela Unidade de
Transplante de Medula Ossea do Hospital Aradjo Jorge, podendo assim auxiliar
diretamente na tomada de decisGes clinicas que possam contribuir para um melhor

prognoéstico dos pacientes atendidos na referida unidade de transplante.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

+ Realizar o monitoramento, por diferentes metodologias, de pacientes
submetidos ao AIoTCPH para a deteccdo de infeccdo ativa por
citomegalovirus humano (HCMV) em um dos centros de referéncia de

transplantes de medula do Brasil.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

+¢+ Monitorar pacientes submetidos a AloTCPH em relacdo a infeccdo ativa e
sindrome do HCMV utilizando trés técnicas distintas: Antigenemia (AGM),
Nested-PCR (nPCR) e PCR em tempo real (qPCR);

% Comparar a sensibilidade entre as técnicas e amostras clinicas utilizadas:
pellet (creme leucocitario) e soro;

+¢ Determinar a carga viral de pacientes infectados;

+¢+ Correlacionar dados clinicos e progndsticos dos pacientes com a positividade

para infeccdo ativa por HCMV.
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4 METODOS

4.1 POPULACAO DE ESTUDO

A populacdo de estudo foi constituida de 21 pacientes submetidos a
transplante alogénico de células progenitoras hematopoiéticas no Hospital Araujo
Jorge (Associacdo de Combate ao Cancer), situado na cidade de Goiania, estado de
Goids. O HAJ é uma unidade de saude privada e filantrdpica, atendendo em média
80% dos pacientes pelo Sistema Unico de Saude (SUS). O HAJ atende pacientes de
todas as idades, oferecendo tratamento para todos os tipos de cancer com 0s mais
modernos recursos da atualidade, sendo considerado centro de referéncia no
tratamento do céncer no Centro-Oeste, mas também atende pacientes de outras
regides brasileiras, como Norte e Nordeste (Acre, Para, Rondo6nia, Tocantins, Bahia).
Ha mais de 50 anos o hospital e € um dos maiores e melhores hospitais brasileiros
especializados em cancerologia, atendendo por més cerca de 30.000 pacientes de
todas as idades e realiza uma média de 22 transplantes do tipo alogénico e 35 do tipo

autélogo por ano.

Os protocolos de condicionamento dos pacientes para o preparo dos

transplantes foi realizado de acordo com as diretrizes do Hospital:

e Leucemia mieloide cronica (LMC), leucemia mieldide aguda (LMA) e
sindrome mielodisplasica (SMD), aplicou-se Bussulfano a 16 mg/kg (1
mg/kg a cada 6 hrs) do dia -7 ao dia -4 e Ciclofosfamida a 60 mg/kg (2x por
dia) e Mesna (dose integral de ciclofosfamida) no dia -3 e -2 ou Bussulfano a
16 mg/kg (1 mg/kg a cada 6 hrs) e Fludarabina a 40 mg/m? (a cada 24 hrs) do
dia-5ao -2;

e Linfoma ndo-Hodgkin (LNH), o protocolo baseou-se em Fludarabina a 40
mg/m? (a cada 24 hrs) do dia -7 ao dia -4 e Ciclofosfamida a 60 mg/kg (2x
por dia) e Mesna (dose integral de ciclofosfamida) no dia -3 e -2, enquanto

que para linfoma Hodgkin (LH), apenas alterou-se Ciclofosfamida e Mesna
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para Melfalano a 140 mg/m? (a cada 24 hrs), nos mesmos dias em relag&o ao
transplante;

e Leucemia linfoide aguda (LLA), ou aplicou-se 0 mesmo protocolo para LMC
ou entdo se aplicou irradiagcdo corporal total (200 cGy) do dia -6 ao -4 e
Ciclofosfamida a 60 mg/kg (2x por dia) e Mesna (dose integral de
ciclofosfamida) no dia -3 e -2;

e Anemia apléstica, empregou-se apenas Ciclofosfamida 60 mg/kg (2x por dia)
e Mesna (dose integral de ciclofosfamida) do dia -5 ao -2 ou Bussulfano a 16
mg/kg (1 mg/kg por via oral a cada 6 hrs) e Fludarabina a 40 mg/m? (a cada
24 hrs) dia -5 ao -2.

Para profilaxia da doenca do enxerto contra o hospedeiro (DECH)
empregou-se Ciclosporina (15 mg/kg/dia) iniciado no dia -2 e Metotrexato (3
mg/kg/dia) nos dias +1, +3, +6 e +11. Para profilaxia de doenga veno-oclusiva
hepéatica (VOD), aplicou-se Enoxaparina (1,5 mg/kg/dia) e Acido Ursodesoxicolico
(8 mg/kg/dia). Desde o periodo de condicionamento e apds o transplante, todos 0s
pacientes também receberam profilaxia antimicrobiana baseada na aplicacdo de
Sulfametoxazol-trimetropim (400/80 mg) (a cada 12 hrs), Fluconazol (200 mg) (a
cada 12 hrs), Aciclovir (10 mg/kg de 8/8 hrs) (visando profilaxia herpesvirus do tipo
1 e 2e virus varicela-zoster) e Albendazol (400 mg) (a cada 24 hrs), sendo que a
profilaxia antimicrobiana continua até cerca de 120 dias pos transplante, com

alteracdes na posologia.

O protocolo de terapia preemptiva de infeccdo ativa pelo HCMV foi
administrado quando o teste de antigenemia apresentou resultado positivo maior que
duas células por duas amostras consecutivas com um intervalo de uma semana entre

elas, utilizando Ganciclovir na dose de 5 mg/kg de 12/12h por 14 dias.

4.2 DELINEAMENTO E MATERIAL DE ESTUDO

Trata-se de um estudo prospectivo do tipo descritivo. Para este estudo foi
proposto 0 monitoramento da infecgdo ativa por HCMV na referida populacéo. Para

tal foi proposta a coleta de uma amostra de sangue pré-transplante, de todos os

39



pacientes, e ap0s o transplante, uma coleta semanal durante trés meses, e apds este
periodo a cada 15 dias até completar seis meses ap6s o transplante. Apds esse
periodo, foi realizada uma coleta de sangue mensal de cada paciente até um ano apds
o transplante (Figura 6). As amostras foram coletadas por enfermeiras especialistas
em enfermagem oncoldgica.

Como critérios de inclusao, foi definido o tipo de transplante: transplante de
células progenitoras hematopoiéticas do tipo alogénico, independentemente da
doenca de base que resultou no transplante. Foi estabelecido como critério de
exclusdo outros tipos de anomalias hematologicas em que o transplante do tipo
alogénico ndo fosse recomendado, de acordo com critérios clinicos.

As amostras s6 foram coletadas apds o preenchimento e assinatura do termo
de consentimento de compromisso livre e esclarecido por cada paciente ou seu
responsavel (Apéndice 1). O projeto foi aprovado pelos comités de ética do Hospital
Araujo Jorge-ACC-GO e da Universidade Federal de Goias (UFG) (Anexos 1 a 4).
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Coleta de sangue total

—

Pre- Semanalaté 3 Quinzenal até 6 meses Mensal até 1 ano
transplante meses de de transplante de transplante
transplante

J

Processamento das amostras

Antigenemia
CMV Brite™ Turbo Kit v I

(1Q Products, | pellet soro

Groningen,

Netherlands) \

Extracdo de DNA a partir de pellet e soro

Nested-PCR PCR em tempo real

(regido alvo UL123, iniciadores (regido alvo UL123, iniciadores
descritos por Brytting et al. (1991)) descritos por Boeckh et al.
(2004))

Figura 6. Fluxograma da metodologia do estudo.

4.3 CRITERIOS CLINICOS ESTABELECIDOS PARA O ESTUDO

A infeccdo ativa pelo HCMV foi definida como a deteccdo do HCMV, seja
por AGM, nPCR ou gPCR, a partir de sangue total e/ou seus derivados (soro, pellet e
plasma) em pacientes negativos para anticorpos anti-HCMV ou em pacientes
positivos para anticorpos anti-HCMV (Manuel et al. 2009; Ljungman 2011).

A sindrome de HCMV foi considerada na presenca de sintomas, como febre
inexplicavel (>38°C), leucopenia, plaquetopenia, hepatite, enterite, retinite e
pneumonia, com deteccdo do HCMV por qualquer uma das técnicas utilizadas, mas

sem confirmacéo por bidpsia (Azevedo et al. 2015).
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44 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

As amostras de 2 mL de sangue total foram incubadas a temperatura
ambiente até completa coagulacdo com posterior centrifugacdo a 1.400 x g por 10
minutos (min) (Centrifuga 80-2B, Centribio) para a obtencdo do soro. As amostras
de soro foram entdo aliquotadas (duas aliquotas de cada amostra) em criotubos e
armazenadas a -20°C e -80°C até o momento do uso. O sangue tratado com EDTA
(dois mL) foi utilizado para o preparo das laminas para a posterior pesquisa do
antigeno pp65, no maximo até seis horas apds a coleta, e o restante da amostra foi

armazenado em criotubos a -80°C até o momento da extracdo do DNA viral.

45 AVALIACAO DE ANTIGENEMIA

O ensaio de antigenemia (AGM) para deteccdo da proteina menor de matriz
(pp65) do HCMV em leucdcitos polimorfonucleares (PMNSs), segundo descri¢do de
Van der Bij et al. (1988), com modifica¢bes segundo o protocolo do kit utilizado,
CMYV Brite™ Turbo Kit (1Q Products, Groningen, Netherlands).

4.5.1 Silanizagdo das laminas

As laminas foram silanizadas para melhorar a aderéncia das células
“plotadas” nas laminas, fazendo com que estas ndo saissem durante as lavagens
exigidas pela metodologia. O processo de silanizagéo foi realizado de acordo com o
protocolo a seguir, sendo que no dia anterior a silanizacdo, as laminas foram
armazenadas submersas em etanol P.A. (Merck, Darmstardt, Germany).

As laminas foram escorridas do etanol, e imersas em solucédo de silano a 3%
(3-Aminopropiltrietoxisilano, Sigma®, Saint Louis, Missouri, USA) em acetona P.A.
(Sigma®, Saint Louis, Missouri, USA) por 3 min. As laminas foram escorridas e
imersas em acetona P.A. por 3 min. As laminas foram colocadas para secagem em
estufa a 56°C por 12 a 14 horas. No dia seguinte, as laminas foram guardadas em

recipiente com tampa e mantidas a temperatura ambiente.
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46 REACAO EM CADEIA PELA POLIMERASE (PCR) SEGUIDA DE
NESTED-PCR PARA PESQUISA DE REGIAO GENOMICA PARCIAL
(UL123) DO CITOMEGALOVIRUS HUMANO

4.6.1 Extracao de DNA a partir de pellet e soro

As células provenientes da lise de heméacias e diluidas em PBS foram
centrifugadas a 3600 x g por 10 min (Micro High Speed Centrifuge, Vision
Scientific) e o sobrenadante foi descartado. Adicionou-se 500 pL do reagente Brazol
(LGC Biotecnologia, Cotia, S&o Paulo, Brasil) para cada 2 x 10° células/mL. Agitou-
se 0s tubos por inversdo seguido por 2 min em vortex e adicionou-se 250 pL de
cloroférmio (Merck, Darmstardt, Germany) gelado. Agitou-se novamente em vortex
por 1 min. Os tubos foram centrifugados a 12.000 x g por 20 min a 4°C. O
sobrenadante foi transferido para novo tubo contendo 500 pL de etanol P.A. (Merck,
Darmstardt, Germany) gelado e o agitou-se o0s tubos por inversdo manual por 2 min.
Os tubos foram centrifugados a 12.000 x g por 15 min a 4°C. O sobrenadante foi
desprezado e o pellet lavado em 500 uL de etanol (Merck, Darmstardt, Germany)
70% gelado, homogeneizou-se por inversdo e centrifugou-se a 12.000 x g por 10 min
a 4°C. O sobrenadante foi desprezado e os tubos colocados para secar. O pellet foi
dissolvido em 20 pL de 4gua MQ estéril.

Para extracdo do DNA proveniente do soro dos pacientes, foi realizada a
mesma metodologia, alterando-se o fato de ter sido feita uma pré-diluicdo do soro a
1:2 em agua MQ estéril, totalizando 100 pL de soro diluido e o Brazol (LGC
Biotecnologia, Cotia, Sdo Paulo, Brasil) foi adicionado em um volume trés vezes

maior do que o soro diluido, ou seja, 300 uL do reagente.

4.6.2 PCR consensual

Para a amplificacdo do fragmento consensual de regido parcial do genoma
da pesquisa de HCMV, a PCR foi realizada conforme descrigdo de Brytting et al
(1991), com modificagdes. Para cada amostra, 2,5 uL de DNA (apenas para a

amostra utilizada como controle que foi aplicado 1 pL) foi adicionado ao tubo para
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PCR (tubo pléstico de 0,2ul) contendo mix de reacdo que foi composto de 12,5 pL
de GoTaq Colorless Master Mix 2X (Promega corporation, Madison, Wisconsin,
USA) (50 units/ml de Tag DNA polymerase, Reaction Buffer (pH 8.5), 400uM
dATP, 400uM dGTP, 400uM dCTP, 400puM dTTP e 3mM MgCl,), 0,24 uM de cada
iniciador MIE4 e MIE5 (Invitrogen™ Life Techonologies, Foster City, California,
USA) e 4gua ultrapura para volume final de 25 pl. Em todas as reagdes foi utilizado
um controle positivo (amostra positiva para HCMV) e um controle negativo (amostra

negativa para HCMV).

4.6.3 Nested-PCR

A Nested-PCR (nPCR) foi realizada nas mesmas condicdes descritas para a
PCR, com modificagdes como a definicdo de temperatura 6tima para anelamento
dos primers através de um gradiente, adequacdo de concentracdes dos reagentes e
diluicdo de amostras a fim de controlar para inibicdo. A concentracdo de cada
iniciador interno IE1 e IE2 (Invitrogen™ Life Techonologies, Foster City,
California, USA (Quadro 1) foi de 0,48 uM e, uma aliquota do produto da 1 PCR
(PCR consensual) (0,5 pL) foi utilizada como amostra para a segunda amplificacao.
Todas as amostras negativas, tanto do DNA a partir do pellet quanto do soro, foram
repetidas na diluicdo 1/10 a fim de controlar a presenca de inibidores da rea¢do. Em
todas as reacOes foi utilizado um controle negativo. Todas as etapas dos testes
moleculares foram realizadas em cabines de biosseguranca distintas e todos o0s
cuidados foram tomados para se evitar a contaminagao entre amostras.

Cerca de 10,0 pL do produto da nPCR acrescidos de 2,0 pL do tampéo de
amostras (Azul de bromofenol, Xilenocianol e Glicerol) foram submetidos a corrida
eletroforética em gel de agarose (Invitrogen™ Life Techonologies, Foster City,
California, USA) a 1,5% com 0,5 mg/ml de brometo de etidio por aproximadamente
40 min a 100 volts em tampado TBE 0,5X (Tris/Borato/EDTA) e visualizados em
transiluminador (Gel Doc™ XR+ System, Bio-Rad). Os produtos (162 pb) foram
comparados a um padrdo de peso molecular de 100 pb (Jena Bioscience, Jena,
Germany).
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Quadro 1 — Iniciadores empregados na pesquisa de HCMV.

Sigla Sequéncia Sentido *Localizacéo
MIE4 Y CCAAGCGGCCTCTGATAACCAAGCC  Antisense 172463-172439
5 5
MIES CAGCACCATCCTCCTCTTCCTCTGG | Sense 172029-172053
IE1 Y CCACCGCTGGTGTCAGETES Antisense 172268-172249
5’ >
1E2 CCCGCTCCTCCTGAGCACCC Sense 172107-172126

Sequéncias de primers descritas por Brytting et al (1991). *Localizacdo referente ao isolado AD169 (ID:
FJ527563.1).

O par de iniciadores MIE amplifica uma sequéncia de 435 pares de bases
(pb) do DNA do HCMV, que corresponde a regido UL123 exon 4, que codifica parte
do antigeno Major immediate early, O par de iniciadores denominado IE amplifica
uma sequéncia interna a sequéncia ja amplificada pelo par de iniciadores MIE, uma
sequéncia alvo de 162 pb que codifica para uma porcao do gene Immediate early.

Para a amplificacdo do fragmento alvo, foram programados 30 ciclos em

termociclador Swift ™ Maxi (Esco):

PCR

Desnaturacgéo inicial: 94°C — 5 min;

Desnaturacgéo: 94°C — 1 min;

Anelamento: 62°C — 1 min; 30 ciclos
Extensao: 72°C — 1 min;

Extenséo final: 72°C — 7 min.
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Nested-PCR:

Desnaturacéo inicial:

Desnaturagéo:
Anelamento:
Extensao:

Extensao final:

94°C — 5 min;

94°C — 40 segundos;

62°C — 40 segundos; 30 ciclos
72°C — 1 min.

72°C — 7 min.

4.7 PCR QUANTITATIVA EM TEMPO REAL SYBR Green

4.7.1 Curva padréo para realizacdo do ensaio de qPCR

O produto selecionado para ser utilizado na clonagem foi obtido por meio
de reacdo com iniciadores sintetizados com base na sequencia da regido UL123 do
HMCV (Quadro 2). A reacdo foi realizada nas seguintes condicdes: 2,0 mM de
cloreto de magnésio, 0,4 mM de mix de desoxirribonucleotideos (dATP, dCTP,
dGTP e dTTP), 0,48 uM de cada primer UL123ex4 F e UL123ex4 R (Invitrogen™
Life Techonologies, Foster City, California, USA), tampéo da Tag DNA polimerase
10x, 0,12 unidade de Taq DNA polimerase (Sigma®, Saint Louis, Missouri, USA) e

agua MQ estéril para completar volume final de 25 pL de reacdo. As condi¢des para

a ciclagem foram as seguintes:

Desnaturacéo inicial:

Desnaturacéo:
Anelamento:
Extensao:

Extensao final:

O produto amplificado (84 pb) foi submetido a corrida eletroforética em gel
de agarose a 2% corado com brometo de etidio. O fragmento foi entdo purificado
utilizando-se o kit Illustra™ ExoProStar™ [-Step (GE Healthcare, Little Chalfont,

95°C — 10 min
95°C — 30 seg
60°C — 1 min 40 ciclos
72°C — 30 seg
72°C — 10 min

Buckinghamshire, UK), conforme as especifica¢fes do fabricante.



Quadro 2 - Sequéncia dos iniciadores empregados na reagéo de g°PCR com SYBR Green

Sigla Sequéncia Localizacdo*
UL123ex4 F " TCCCGCTTATCCTCRGGTACA 172943-172963
UlL1z3exiR " TGAGCCTTTCGAGGASATGAA 173026-173006

Sequéncias de primers descritas por Boeckh et al. (2004a). *Localizacdo referente ao isolado AD169 (ID:
FJ527563.1).

A clonagem foi realizada conforme descrito em Green & Sambrook (2012).
As células competentes utilizadas foram cultivadas a partir de uma aliquota de célula
competente E. coli da linhagem XL1Blue que foi gentilmente cedida pelo professor
André Kipnis do Laborotério de Bacteriologia Molecular do Instituto de Patologia
Tropical e Saude Pablica.

Apo6s a clonagem, com a obtencdo do plasmideo recombinante pGEM-
HCMV (Figura 7), estas bactérias foram propagadas em meio Luria-Bertani (LB)
s6lido contendo ampicilina na concentragdo final de 100 pg/mL. As colbnias isoladas
foram cultivadas em meio LB liquido, ao qual foi adicionado ampicilina na
concentragdo final de 100 pg/mL. Um volume de 2 mL de bactérias em meio LB foi
utilizado para a extracdo do DNA plasmidial pelo protocolo de lise alcalina (Green &
Sambrook 2012) com posterior armazenamento a — 20 °C.

Sequéncia alvo de HCMV
(84 pb)

|

o pGEM-HCMV
(3.099pb)

5" TCCCGCTTATCCTCAGGTACAATGTAGTTCTCATACATG
CTCTGCATAGTTAGCCCAATACACTTCATCTCCTCGAAAGG
CTCA 3’

Vetor pGEM-T Easy
(3.015 pb)

Figura 7 — Construcdo do plasmideo recombinante pGEM-HCMV para ser utilizado na curva
padrdo de SYBR Green.
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4.7.2 gPCR SYBR Green para HCMV

A reacdo de gPCR para HCMV foi realizada em termociclador Rotor-Gene
Q (Qiagen) nas seguintes condi¢des: 5 uL. do mix iQ™ SYBR® Green Supermix 2x
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, California, USA) (iTag DNA polimerase, dNTPs,
MgCl,, corante SYBR® Green | Dye, intensificadores, estabilizadores e
fluoresceina); 0,5 UM de cada primer UL123ex4 F e UL123ex4 R (Invitrogen™ life
techonologies, Foster City, California, USA), 1,0 pL de plasmideo recombinante, na
construcdo da curva padréo e &gua MQ estéril para completar volume final de 10 puL
de reacdo. A mesma reacdo foi realizada para as amostras, sendo estas diluidas na

fracdo 1:10 em agua MQ estéril. As condicdes para a ciclagem foram as seguintes:

Desnaturacéo inicial: 95°C — 3 min
Desnaturacgéo: 94°C — 45 seg )

y 45 ciclos
Anelamento/Extenséo: 62°C — 50 seg

Para avaliacdo da temperatura de dissociacdo dos transcritos especificos,
bem como para a verificacdo de formacdo de produtos inespecificos foi realizada a
curva de melting. Para esta etapa, o aparelho foi ajustado para iniciar a temperatura

em 60°C e finalizando a 90°C, com variacdo de 0,5°C a cada 50 seg.

48  PURIFICACAO, SEQUENCIAMENTO GENOMICO E ANALISE DAS
SEQUENCIAS OBTIDAS

Quatro amostras positivas para HCMV, provenientes de quatro pacientes,
foram selecionadas para sequenciamento genémico. As amostras foram purificadas a
partir dos produtos resultantes da nPCR, utilizando-se isopropanol a 65% e etanol a
70%. De forma breve, foram adicionados dois volumes de isopropanol a 65% no
produto obtido, seguido de centrifugacéo por quinze minutos a 12.000 rpm/10°C. Em
seguida, o sobrenadante foi desprezado e o tubo foi invertido em papel toalha.

Adicionou-se mais dois volumes de etanol a 70% e centrifugou-se por quinze
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minutos a 12.000 rpm/10°C. O sobrenadante foi desprezado novamente e os tubos
foram invertidos em papel toalha durante uma hora ou até ficarem completamente
secos e, apos esta etapa, foram adicionados 15uL de agua milliQ.

As amostras purificadas foram submetidas ao sequenciamento gendmico,
utilizando-se as mesmas condicGes e pares de iniciadores da reacdo de nPCR, em
sequenciador automético (DNA ABI PRISM 3130, Applied Biosystems), e o sistema
de reacdo de sequenciamento Big Dye Terminator Cycle Sequencing (Applied
Biosystems, Foster City, CA).

As sequencias obtidas foram comparadas com sequéncias depositadas no

banco de dados de sequéncias genéticas (Genbank) do National Center for

Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) para

confirmacéo da especificidade das reacdes moleculares para HCMV.

49 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

A andlise estatistica dos dados foi realizada utilizando-se o software
Analyze-it. As frequéncias para sensibilidade e especificidade foram determinadas
utilizando o score de Wilson (intervalo de confianca de 95%). Niveis de
concordancia entre as técnicas utilizadas foram avaliados através de coeficiente
Kappa de concordancia (intervalo de confianca de 95%), sendo que valores acima de
0,75 indicam uma forte concordancia; valores entre 0,60 e 0,75 representam boa
concordéncia; valores entre 0,40 e 0,59 representam moderada concordancia e

valores abaixo de 0,40 refletem baixa concordancia.
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS DA POPULACAO DE ESTUDO

Participaram do protocolo de acompanhamento 21 receptores alogénicos de
células progenitoras hematopoiéticas, sendo dois destes receptores do tipo
haploidéntico de transplante alogénico. Dos 21 receptores, 66,7% (14) eram do sexo
masculino e 33,3% (sete) do sexo feminino. A idade dos receptores variou de 5 a 65
anos (média 41,8 anos), sendo que dos 21 pacientes trés eram criangas. Dos 21
transplantes, 71,5% (15) tiveram o sangue periférico como fonte de células
progenitoras e 28,5% (seis) a medula 6ssea. A leucemia linfoide aguda foi a doenga
de base mais comum e o tratamento para o condicionamento com Bussulfano e
Ciclofosfamida foi o mais utilizado. Dados dos prontuarios médicos demostraram
que todos os pacientes tiveram resultado de negativo para sorologia de fase aguda
(pesquisa de IgM) para HCMV e todos, com exce¢cdo de um paciente, tiveram
resultados de sorologia positivos para IgG anti-HCMV (dados dos prontuarios

médicos foram realizados cerca de trés meses antes do transplante) (Tabela 1).
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Tabela 1. Caracteristicas da populacéo de estudo

Caracteristicas
Pacientes
Idade — média em anos (variacéo)
Sexo - masculino/feminino
Doenca de Base - n (%)
Leucemia Linféide Aguda (LLA)
Leucemia Mieldide Aguda (LMA)
Leucemia Miel6ide Cronica (LMC)
Linfoma ndo-Hodgkin (LNH)
Linfoma Hodgkin (LH)
Anemia aplastica (AA)
Fonte de células progenitoras - n (%)
Sangue periférico
Medula 6ssea
Regime de condicionamento - n (%)
Mieloablativo
BU + Cy
BU + FLU
TBI + Cy
Né&o-mieloablativo
FLU + Melf

FLU + Cy

21
41.8 (5-65)

1417

5 (24.0)
4 (19.0)
2 (9.5)
2 (9.5)
2 (9.5)

2 (9.5)

15 (71.5)

6 (28.5)

10 (47.6)
1(4.8)

1(4.8)

3 (14.3)

6 (28.5)
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Sorostatus para HCMV pré-transplante - n (%)
D+/R+ 20 (95.2)
D+/R- 1(4.8)

Profilaxia para DECH - n (%)

CsP + MTX 21 (100)
DECH aguda - n (%) 4 (19.0)
Obitos - n (%) 6 (28.6)

Legenda: BU: Bussulfano; Cy: Ciclofosfamida; FLU: Fludarabina; Melf:
Melfalano; TBI: Irradiacdo de Corpo Total; D: Doador; R: Receptor; CsP:
Ciclosporina; MTX: Metotrexato.

52 DETECCAO DE INFECCAO ATIVA POR CITOMEGALOVIRUS
HUMANO

Para a pesquisa de infeccdo ativa pelo HCMV por AGM, nPCR e gPCR
foram testadas 180 amostras de sangue, obtidas durante o periodo de monitoramento
(coleta de uma amostra de sangue pré-transplante, e apds o transplante, uma coleta
semanal durante trés meses, e ap0s este periodo a cada 15 dias até completar seis
meses apds o transplante) provenientes de todos os 21 pacientes (média de 8
amostras por paciente).

A infeccédo ativa pelo HCMV foi detectada por pelo menos uma das trés
metodologias em 95,2% dos pacientes (20/21), 85,7% dos pacientes (18/20) tiveram
pelo menos dois resultados positivos por AGM e/ou PCR (nPCR ou gPCR) em
amostras coletadas consecutivamente. As amostras consideradas positivas por AGM
foram aquelas que apresentaram pelo menos uma célula corada em 2x10° células, as
que foram consideradas positivas por qPCR foram aquelas com cycle threshold igual
ou inferior a 38, 0 que corresponde a aproximadamente 100 cépias genémicas/mL
(cg/mL). As quatro amostras selecionadas para sequenciamento gendmico
apresentaram 98% de identidade nucleotidica com a regido parcial UL123 exon 4 do
HCMV (codigo de acesso GenBank: M95636.1).
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5.2.1 Comparacéao da deteccao de infeccéo ativa pelo HCMV por AGM, nPCR e
gPCR

Do total de 20 pacientes positivos para infec¢do ativa por HCMV, 85%
foram positivos pelas trés metodologias e 15% foram positivos apenas por AGM e
gPCR, ou seja, estes foram negativos por nPCR (Tabela 2). Quando o tempo em
relacdo ao transplante foi considerado, uma porcentagem consideravel (45%) dos
pacientes apresentou positividade antes do transplante. A maior positividade para
HCMV ocorreu no primeiro trimestre ap6s o transplante, com uma maior frequéncia
de positividade observada nos dias 7, 14 e 35 poés-transplante, independente da
metodologia utilizada. A positividade para HCMV por AGM precedeu a positividade
por nPCR em até 21 dias (de 0 a 21 dias, média de 7 dias) e a positividade para
HCMYV por gPCR precedeu a positividade por AGM em -4 a 7 DPT (média de 5
dias). Das 180 amostras de sangue periférico provenientes dos 21 receptores
incluidos no estudo, 68,8% foram positivas por AGM, 42,7% das amostras foram
positivas pela metodologia de nPCR e 83,3% das amostras foram positivas por gPCR
(Figura 8). A comparacdo dos resultados da positividade por AGM com a
positividade por gPCR mostrou uma boa concordancia entre o nimero de pacientes
positivos e negativos obtidos por estas duas técnicas (kappa = 0,65) (Tabela 2).
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Tabela 2. Comparacédo dos resultados de AGM, nPCR e gPCR das amostras de

sangue dos 21 pacientes participantes do estudo.

Antigenemia* TOTAL
Positivo Negativo
Nested-PCR
Positivo 17 0 17 0,47
Negativo 3 1 4 (0,37 -0,58)
Total 20 1 21

PCR em tempo

real

Positivo 20 0 20 0,65
Negativo 0 1 1 (0,53-0,77)
Total 20 1 21

Legenda: *Antigenemia adotada como técnica de referéncia. Indice kappa obtido com
intervalo de confianga (IC) de 95%; DP: desvio padré&o.

O numero de células positivas para HCMV por AGM variou de uma a 16
células, sendo que a média de células positivas por AGM foi de 1,5 células
positivas/2x10° células. A carga viral no pellet variou de 1,20E+02 a 3,90E+07
cg/mL (média de 2,70E+04 cg/mL), ja no soro, a carga viral variou entre 1,70E+02 e
3,90E+05 cg/mL (média de 4,50E+03 cg/mL). A partir da média da carga viral e 0
namero de células positivas na AGM, foi estimado que uma célula positiva por AGM
correspondeu a 1,15E+03 cg/mL por gPCR em amostra de pellet. A sensibilidade de
deteccdo da nPCR foi estimada em 2,30E+03 cg/mL de HCMV.
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Figura 8. Comparacdo do percentual de positividade para HCMV por diferentes
metodologias, de amostras de sangue dos 21 pacientes. Todos os testes foram realizados a
partir de aliquotas da mesma amostra de sangue.

Quando a positividade para HCMV por diferentes metodologias é
comparada, considerando a AGM como técnica padrdo-ouro, a nPCR apresentou
sensibilidade de 58%, especificidade de 100%, enquanto que a qPCR exibiu

sensibilidade e especificidade de 100% e 58%, respectivamente.

5.2.2 Comparacao de sensibilidade das técnicas moleculares em relacdo ao tipo

de amostra clinica

Em relagdo a detecgdo de HCMV por nPCR utilizando pellet ou soro dos 21
pacientes, 81% dos pacientes foram positivos por nPCR em amostras de pellet
enguanto que destes, apenas 64,7% dos pacientes também foram positivos por nPCR
em amostras de soro, apresentando baixa concordancia (kappa: 0,33; IC 95%). Em
relacdo a deteccdo pela gPCR utilizando pellet ou soro, um total de 95,3% dos
pacientes foram positivos por gPCR, sendo que das 150 amostras de sangue/soro

destes pacientes que foram positivas para HCMV por gPCR, 37,3% das amostras
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foram positivas somente na amostra de pellet e 5,3% somente na de soro. Portanto,
foi possivel detectar o virus por qPCR em 94,6% das amostras de pellet de 20
pacientes, enquanto que no soro, foi possivel detectar HCMV em 62,7% das
amostras de 19 pacientes, o que demonstrou baixa correlacdo dos resultados da

técnica com os dois tipos de amostra clinica (kappa: 0,32; IC 95%) (Tabela 3).

Tabela 3. Resultados comparativos entre deteccdo de infeccdo ativa

por HCMV por nPCR e gPCR em relacdo ao tipo de amostra clinica

dos 21 pacientes analisados.

Técnicas gPCR de pellet gPCR de soro
utilizadas Positivo Negativo Positivo Negativo
NPCR de pellet
Positivo 17 0 17 0
Negativo 3 1 2 2
Total 20 1 19 2
NPCR de soro
Positivo 11 0 11 0
Negativo 9 1 8 2
Total 20 1 19 2

5.2.3 Infeccdo ativa por HCMV em relacdo ao tipo de fonte de células
progenitoras hematopoiéticas e ao tipo de tratamento para condicionamento
pré-transplante

Em relacdo a fonte de células progenitoras hematopoiéticas, dos 21
pacientes, 0 Unico paciente negativo para HCMV por todas as metodologias
utilizadas foi um receptor de células progenitoras provenientes do sangue periférico
(CPSP). No entanto, os receptores de CPSP apresentaram, em geral, maior
frequéncia de resultados positivos consecutivos por AGM, variando entre quatro e 10
resultados positivos consecutivos, e maior carga viral, variando entre 2,00E+02 a

3,90E+07 cg/mL, em relacdo aqueles receptores de medula 6ssea (MO), que
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apresentaram de quatro a seis resultados positivos consecutivos por AGM e carga
viral entre 1,20E+02 e 2,40E+07 cg/mL.

Em relacdo ao tipo de tratamento para condicionamento pré-transplante, dos
21 pacientes, 0 Unico negativo em todas as técnicas para infeccdo ativa por HCMV
recebeu tratamento constituido de irradiacdo de corpo total e ciclofosfamida (TBI +
Cy), entretanto, 0os outros 11 pacientes com tratamento mieloablativo apresentaram
maior frequéncia de resultados positivos consecutivos por AGM, variando entre
cinco e 10 resultados positivos consecutivos, e maior carga viral, variando entre
4,20E+02 a 3,90E+07 cg/mL, em relacdo aos pacientes com o tratamento ndo-

mieloablativo.

53 COMPLICACOES CLIINICAS ASSOCIADAS A OCORRENCIA DE
INFECCAO ATIVA POR HCMV

A maior taxa de infeccdo ativa por HCMV foi observada no primeiro
trimestre ap6s o transplante, principalmente durante o primeiro e segundo més pés-
transplante (7-60 dias) com uma percentagem de infeccdo ativa por HCMV de 65%.
Ademais, 60% dos pacientes que tiveram infeccdo ativa por HCMV também
desenvolveram a sindrome de HCMV, sendo a pancitopenia a manifestacdo
clinica/laboratorial mais comum, inclusive nos dias de maior positividade para a
infeccdo ativa por HCMV (7 e 14 dias pos-transplante).

Desses 20 pacientes, 30% que apresentaram infeccdo ativa por HCMV
receberam tratamento antiviral preemptivo, sendo que estes apresentaram recorréncia
da infeccdo ativa mesmo apds o tratamento, 45% tiveram infeccdo oportunista por
Candida sp. ou Aspergillus sp., 20% apresentaram a ocorréncia DECH aguda e 30%
foram a oObito. Um paciente provavelmente teve doenca sistémica por HCMYV,
apresentando pneumopatia grave, mas ndo houve confirmacdo por autopsia. Este

paciente veio a 0bito 29 dias ap0és o transplante (Tabela 4) (Figura 9).
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Tabela 4. Ocorréncia de complicacdes vinculadas ao transplante em

pacientes com e sem sindrome de HCMV.

Com sindrome de HCMV  Sem sindrome de HCMV

Ocorréncia Variacéo Ocorréncia  Variagao
(%) (Média) (%0) (Média)
(DPT) (DPT)
45 - 173
DECH aguda 33.3 (78.0) 0 -
Infeccbes 06 — 22 4-12
oportunistas 58.3 (15.3) 16.7 (8.0)
18 - 135 29-130
Obito 333 (58.4) 16.7 (79.5)

Legenda: DPT: dias pos transplante.

120%

100% -
7 B Pancitopenia
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=
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= 60% - m Diarréia
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§ ® Dor Abdominal
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5 TGO/TGP elevadas
@ 40% - . )
= Bilirrubinas elevadas
A Trombocitopenia
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Manifestacoes clinicas/laboratoriais

Figura 9. Percentual de pacientes que apresentaram manifestagdes clinicas/laboratoriais
caracteristicas da sindrome de HCMV. Legenda: TGO: Transaminase glutamico-

oxalacética; TGP: Transaminase glutdmica-piravica.
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Nos doze pacientes que apresentaram a sindrome de HCMV, com mais de
uma das manifestacbes clinicas/laboratoriais em  associacdo, sendo
trombocitopenia, nauseas e vomitos a associacdo mais frequente, encontrada em
33,3% dos pacientes, seguida por pancitopenia e febre, assim como por
pancitopenia, nauseas, vomitos, TGO, TGP e bilirrubinas elevados, ambas as
associagdes encontradas em 16,6% dos pacientes. As outras formas de associacfes
encontradas, cada uma, em um paciente foram: pancitopenia, nduseas e vomitos
(paciente 1); pancitopenia, diarreia e nauseas (paciente 2); trombocitopenia e dor
abdominal (paciente 4); pancitopenia, dor abdominal e febre (paciente 7);
leucopenia, vomito e diarreia (paciente 11); pancitopenia, TGO e TGP elevados
(paciente 15).

5.3.1 Manifestac@es clinicas/laboratoriais da sindrome de HCMV em relacéo as

técnicas utilizadas

Em relacdo a qPCR, as manifestacdes tanto clinicas quanto laboratoriais
surgiram nos doze pacientes a partir de cargas virais consideradas baixas,
correspondendo a 1,70E+02 cg/mL. As manifestacdes que surgiram em pacientes
com carga viral considerada media, foram as manifestacGes laboratoriais hepaticas,
aparecendo em 41,6% dos pacientes a partir de 2,50E+03 cg/mL e diarreia em 16,6%
dos pacientes, a partir de 5,70E+03 cg/mL. Entretanto, a dor abdominal foi a tnica
manifestacdo clinica que se apresentou em pacientes com carga viral considerada alta
(acima de 3,30E+05 cg/mL) em 33,3% dos pacientes. Todas as outras manifestacdes
clinicas/laboratoriais surgiram com carga viral baixa variando entre 1,70E+02 e
5,30E+02 cg/mL, sendo a pancitopenia a manifestacdo mais frequente nos doze
pacientes com a carga viral mais baixa (1,70E+02 cg/mL) (Tabela 5).

Quando avaliamos a positividade para HCMV por AGM em relagdo aos
sintomas caracteristicos da sindrome por HCMV observou-se que nos 12 pacientes,
que apresentaram pelo menos uma célula positiva/2x10° células, a pancitopenia foi a
alteracéo laboratorial mais frequente, ocorrendo em 83,3% dos pacientes. A febre foi

a manifestacdo clinica mais frequente, sendo detectada em 33,4% dos pacientes, que
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pelo menos duas células positivas para o antigeno viral. Nos pacientes com mais de
trés células positivas para o antigeno a dor abdominal foi o sintoma mais frequente
(33,4% dos pacientes). Em relacdo a nPCR, apenas trés das manifestacdes
clinicas/laboratoriais foram observadas em pacientes positivos por esta técnica
molecular. A pancitopenia e a trombocitopenia foram as manifestacbes mais
frequentemente observadas em pacientes positivos para nPCR, correspondendo a
41,6% dos pacientes cada uma e a febre, a manifestacdo mais incomum, ocorrendo

em apenas um paciente.

Tabela 5. Correlagdo da carga viral no pellet com manifestacGes

clinicas/laboratoriais da sindrome de HCMV.

Carga viral (cg/mL) Manifestacdes clinicas/laboratoriais
(% pacientes)
Baixa (1,70E+02 — 2,49E+03) Pancitopenia (83.3)
Nausea (63.6)
Febre (54.5)
Vomito (54.5)
Trombocitopenia (36.3)
Leucopenia (18.1)
Média (2,50E+03 — 3,29E+05) Niveis elevados de TGO e TGP (41.6)
Diarréia (16.6)

Alta (>3,30E+05) Dor Abdominal (33.4)

Legenda: TGO: Transaminase glutamico-oxalacética; TGP: Transaminase glutamica-
pirtvica.
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5.4 OBITOS OCORRIDOS DURANTE O SEGUIMENTO DOS PACIENTES

No decorrer do estudo, dos 21 pacientes monitorados, 28,5% foram a obito,
sendo que 66,6% destes apresentaram a sindrome de HCMV e foram receptores de
CPSP. De maneira geral, todos os seis pacientes apresentaram positividade para
infeccdo ativa por HCMV durante todo o periodo de acompanhamento e 83,3%
destes pacientes foram positivos para infec¢do ativa por HCMV no periodo pré-
transplante e também demonstraram positividade prolongada por pelo menos duas
semanas com cargas Virais elevadas, variando entre 5,30E+04 e 2,40E+07. Um
achado a ser considerado € o fato de que todos 0s quatro pacientes que apresentaram
a forma aguda da doenca do enxerto contra o hospedeiro (DECH) (se manifestando
principalmente no figado e pele), aléem de apresentarem positividade para a infeccéo
ativa por HCMV, desenvolveram a sindrome do HCMV e foram a ébito.

Todos os seis pacientes tiveram amostras positivas por g°PCR e AGM
positivas algumas semanas antes de sua morte, sendo que cinco destes permaneceram
HCMV-positivos com o aumento de carga viral até o 6bito. Os resultados de AGM e
nPCR foram negativos e a carga viral diminuiu expressivamente no quarto paciente.
Apesar disso, ndo houve diferenca entre o tempo de positividade e carga viral entre
estes pacientes que vieram a Obito e os que nao foram a 6bito. Todos estes pacientes
foram tratados com antibioticos de amplo espectro, esterdides e ganciclovir, mas
evoluiram a 6bito, sem comprovacdo por autopsia da causa exata. As causas de Obito
relatadas foram: pneumonia ndo-especificada, insuficiéncia respiratéria, choque

séptico, septicemia, arritmia e aplasia de MO.
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6 DISCUSSAO

Neste estudo, a infecgdo ativa pelo HCMV foi detectada por pelo menos
uma das trés metodologias utilizadas em 95,2% (20/21) dos pacientes, sendo que
45% destes pacientes apresentaram positividade antes do transplante. A AGM e a
gPCR apresentaram boa correlacéo, diferentemente da nPCR, que apresentou menor
sensibilidade quando comparada as outras duas metodologias. Em relacdo a amostra
clinica, as técnicas moleculares apresentaram maior sensibilidade quando o pellet foi
utilizado, em detrimento do soro.

Quanto as caracteristicas demograficas da populacédo, a maioria (66,7%) era
do sexo masculino, e a média de idade dos receptores foi de 41,8 anos, sendo
somente dois pacientes considerados criangas. Estudos mostram que a maioria dos
receptores de transplante de CPH sdo homens (aproximadamente 63%) com média
de idade de 45 anos (Ruell et al. 2007; Takenaka et al. 2015).

A maioria (71,5%) dos pacientes teve o sangue periférico como fonte de
celulas e leucemia linfoide aguda foi a indicagdo mais comum para o transplante. O
condicionamento com Bussulfano e Ciclofosfamida foi o mais utilizado. Em 2006, o
Centro Internacional de Pesquisa sobre Transplante de Sangue e Medula Ossea
(IBMTR) obteve dados de mais de 400 centros de transplante em todo o mundo e
reportou que para AloTCPH, a leucemia miel6ide aguda é a indicacdo mais comum
(Hatzimichael & Tuthill 2010). O transplante do tipo autélogo continua a ser 0 mais
realizado, mas em 2012, pelo menos 42% dos TCPH foram do tipo alogénico
(Passweg et al. 2014). O TCPH esta associado significativamente com morbidade e
mortalidade tanto precoce (<100 dias pds-transplante) quanto tardiamente (>100 dias
apos o transplante). Cerca de 4% dos pacientes morrem dentro de 100 dias de TCPH
autologo ou alogénico (Gribben et al. 2005).

Todos os pacientes participantes foram positivos para sorologia (pesquisa de
IgG) para HCMV, de acordo com prontuarios médicos. Estudos de soroprevaléncia
mundial mostram que o HCMV possui distribuicdo global e elevados indices de
soroprevaléncia na populacdo adulta, sendo que cerca de 40-100% da populagdo
apresenta anticorpos séricos anti-HCMV (Freeman Jr 2009; Marshall & Koch 2009).

Em imunocomprometidos este fato € preocupante e deve ser acompanhado com
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atencdo, pois 0o HCMYV pode causar doenga grave nesses pacientes, seja por infec¢ao
primaria ou por reativagao da replicacéo viral (Rafailidis et al. 2008).

Atualmente, ndo ha consenso sobre qual teste laboratorial e qual amostra
clinica deve ser utilizada como padrdo ouro para que o diagndstico de infeccéo ativa
por HCMV seja feito antes do aparecimento das manifestacdes clinicas. Neste
estudo, os objetivos contemplaram a comparacdo da infeccdo ativa por HCMV por
trés metodologias diferentes, assim como diferentes amostras clinicas para as
técnicas moleculares. Dos 21 pacientes, 95,2% (20) foram positivos para infeccao
ativa por HCMV por qualquer uma das técnicas utilizadas, sendo que na maioria dos
estudos, a percentagem de pacientes com infeccao ativa varia de 70 a 80% (Qiu et al.
2012; Li et al. 2013; Ceballos et al. 2014). Entretanto, nossos resultados corroboram
com os resultados de Peres e colaboradores (2010), que ao investigar a infec¢édo ativa
em AIloTCPH, encontraram resultados positivos em 27 de 30 pacientes, 0 que
corresponde a 90% dos pacientes analisados. O elevado numero de pacientes com
infeccdo ativa neste estudo e no de Peres pode ser explicado pelo fato dos pacientes
estarem classificados no grupo de alto risco (positivos para anticorpos anti-HCMV
antes do transplante) e também, aos tipos de condicionamento pré-transplante, a
profilaxia para DECH, o grau de imunossupressdao e a duracdo deste e a ndo
aplicacdo de tratamento profilatico com ganciclovir desde o periodo pré-transplante
(Szczepura et al. 2006; George et al. 2010).

Neste estudo, os pacientes receptores de AloTCPH foram monitorados para
infeccdo por HCMV, desde o periodo de condicionamento (antes do transplante) até
cerca de um ano ap6s o transplante. Nossos resultados mostram que,
independentemente da técnica utilizada para a pesquisa de HCMV, aproximadamente
50% dos pacientes foram positivos para infeccdo ativa por HCMV antes do
transplante. Dados da literatura revelam que a maioria dos centros de transplante
realizam o acompanhamento (pesquisa de HCMYV) a partir do dia da infusdo (DO) até
o dia +100 (Allice et al. 2008), entretanto, poucos trabalhos avaliam a infeccgéo ativa
de HCMV no periodo pré-transplante. Yang e colaboradores (2012), ao realizar
monitoramento de reativacdo de HCMYV antes de AutoTCPH, observaram atraves de
seus resultados que a infeccdo ativa pode ocorrer com frequéncia, sendo detectada

em 43,2% de seus pacientes e, portanto, os receptores de AutoTCPH devem ser
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regularmente avaliados para infecgdo ativa de HCMV. Neste aspecto, o0s resultados
do nosso estudo corroboram com os dados de Yang e cols.,, que enfatizam a
importancia da triagem de infeccdo ativa de HCMV antes do transplante, a fim de
obter efeitos terapéuticos satisfatdrios, principalmente em receptores de AloTCPH. O
monitoramento da infeccdo ativa por HCMV desde o periodo pré-transplante é
fundamental, uma vez que pacientes que apresentem infeccao ativa por HCMV neste
periodo podem apresentar leucopenia grave e atraso na recuperacdo da producdo de
plaquetas, o que pode levar ao desenvolvimento de infeccdes secundarias (Yang et
al. 2012). Além disso, o acompanhamento dos pacientes para a positividade para
HCMV pode levar ao tratamento profilatico mesmo nos casos assintomaticos, 0 mais
precocemente possivel, a fim de conseguir efeitos satisfatorios da terapia anti-HCMV
com controle da replicacdo viral. Entretanto, outros fatores devem ser também
considerados antes que o tratamento profilatico seja instituido (Ljungman et al.
2011).

A deteccdo quantitativa do DNA de HCMV por gPCR é preconizada por
muitos para o diagnostico de pacientes imunossuprimidos e alguns estudos tém
defendido que este ensaio oferece varias vantagens sobre o ensaio de AGM, tais
como ser uma técnica que permite uma quantificacdo mais objetiva do numero de
particulas virais em circulacdo, apresentar uma maior sensibilidade para a deteccéo
de infeccdo ativa por HCMV (reducdo de falso-negativos), e da possibilidade de
deteccdo da infeccdo ativa por HCMV durante neutropenia grave no periodo
imediatamente pds-transplante, em raz&o da sua sensibilidade, uma menor chance de
contaminacéo entre amostras (Razonable et al. 2002; Hardie et al. 2013).

Assim, um dos objetivos do presente estudo foi verificar se a gPCR
realmente apresenta beneficios em comparacdo com resultados obtidos a partir de
ensaios de PCR qualitativa (nPCR) e AGM. Dos 20 pacientes, 15% (trés) destes
foram positivos apenas por AGM e gPCR, enquanto que 85% (17) dos pacientes
foram positivos também por nPCR. A concordancia entre as técnicas de AGM e
gPCR foi considerada boa e a qPCR teve sensibilidade avaliada em 100%, enquanto
que a concordancia entre a AGM e nPCR moderada e a sensibilidade da nPCR foi de
58%. Poucos estudos testaram as trés metodologias de forma comparativa. No estudo

de Peres e colaboradores (2010), dos 27 pacientes analisados, 37% foram positivos
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pelos trés ensaios (AGM, nPCR e gPCR), 9,5% dos pacientes foram positivos por
AGM e gPCR, 26% dos pacientes foram positivos por nPCR e gPCR, 15% dos
pacientes foram positivos somente por gPCR, 11% foram positivos apenas por nPCR
e um paciente foi positivo por AGM e nPCR demonstrando uma variedade de
combinacges possiveis quando comparadas as trés metodologias.

No presente estudo, a gPCR foi a técnica com maior taxa de detecgdo da
infecgdo ativa por HCMV, seguida por AGM e por ultimo, a nPCR. Apesar de ser
considerada a técnica mais sensivel para deteccdo da infeccdo ativa por HCMV,
alguns estudos demonstram que nem sempre todas as amostras positivas por HCMV
séo detectadas por gPCR. Choi e colaboradores (2009) ao utilizar g°PCR e AGM para
deteccdo da infeccdo ativa por HCMV em 555 amostras, observaram que a infecgéo
ativa foi detectada em 15% das amostras por gPCR, quando comparada a 26% das
amostras por AGM. Da mesma forma, Zhang e colaboradores (2010) ao utilizar
gPCR e nPCR para detecgéo da infeccdo ativa por HCMV, observaram que das 106
amostras analisadas, 18,9% das amostras foram positivas por nPCR e apenas 12,3%,
com gPCR. Em relacdo a AGM e nPCR, Martiny e colaboradores (2011) utilizaram
AGM e nPCR em 216 amostras, e destas, 37,5% foram positivas para infeccdo ativa
por HCMV pela técnica de nPCR, em detrimento, 22,3% das amostras foram
positivas por AGM.

Apesar de estes estudos demonstrarem diversidade de resultados em relacédo
as técnicas utilizadas, nossos resultados de que a gPCR foi a técnica com maior
namero de deteccdo do HCMV corrobora com o estudo de Marchetti e colaboradores
(2011), que comparou a deteccdo por AGM e gPCR e 6,7% das amostras foram
positivas por ambos 0s ensaios; 72,7% foram negativas pelas duas metodologias e
em 20,6% os dois métodos apresentaram resultados discordantes, pois 0 DNA viral
foi detectado por gPCR, porém as amostras foram negativas por AGM, sendo apenas
uma amostra foi positiva por AGM e negativa por gq°PCR. Da mesma forma,
Beckmann e colaboradores (2011), determinaram a carga viral de HCMV por qPCR
em 34% das amostras, enquanto que apenas 16% das amostras foram positivas por
AGM. Dos resultados concordantes 14% foram positivas e 64% foram negativas por
ambas as técnicas. Dos resultados discordantes 91% foram positivos apenas pela

gPCR e 9% foram positivos apenas por AGM.
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A variabilidade nos resultados obtidos nos diferentes estudos que usaram
uma ou mais de uma metodologia pode estar associada a:

1) Caracteristicas inerentes da metodologia de escolha, como: a possibilidade da
gPCR de detectar quantidades baixissimas de cépias genbmicas, leituras falso-
negativas pelo ensaio de AGM, devido a subjetividade da técnica e tambeém
limitacéo de células positivas fixadas em cada lamina, assim como os Kits utilizados
na AGM;

2) Caracteristicas da amostra ou tempo de coleta em relagcdo ao transplante: amostra
de escolha, pellet ou soro, visto que as duas amostras clinicas apresentaram
sensibilidade distinta; a técnica de extracdo do DNA viral; momento da coleta da
amostra em relacdo a imunossupressdo, pois tém sido observado que em amostras
com neutropenia a probabilidade de se detectar o virus se torna menor;

3) Fatores inerentes ao virus como: baixa replicacdo viral no momento da coleta de
amostra e variabilidade genética do HCMV, principalmente em algumas regifes
gendmicas, que poderiam contribuir para a “falha” na deteccdo do HCMV.

Como referido, a deteccdo quantitativa do DNA do HCMV utilizando qPCR
tornou-se um método cada vez mais aceito para 0 monitoramento de infeccdo ativa
por HCMV e para a determinagdo do tempo 6timo para o inicio de terapia antiviral
em receptores de TCPH (Hardie et al. 2013; Tan et al. 2015). Neste estudo, as
técnicas de AGM e gPCR apresentaram boa concordancia nos resultados. Estudos
recentes com receptores de AloTCPH ou transplante de érgdos tém demonstrado que
0 ensaio de qPCR e AGM sdo precisamente correlacionados (Choi et al. 2009;
Khansarinejad et al. 2012), respeitando os limites de cada técnica e levando em
consideracdo os pontos de corte aplicados.

O ensaio de AGM é um dos métodos mais recomendados para o
monitoramento da infeccdo ativa por HCMV e vaérios estudos de infeccdo ativa por
HCMYV em pacientes AloTCPH adotaram este método, mas a repetida e prolongada
neutropenia causada por quimioterapia podem impedir a sua aplicacdo clinica
(Boeckh et al. 1997; Ross et al. 2011). No presente estudo, a gPCR revelou carga
viral elevada, mesmo em amostras avaliadas como negativas pelo ensaio de AGM,
indicando que a qPCR é mais sensivel do que a AGM e que o ensaio de AGM pode

ser pouco confiavel, quando o numeros de células antigeno-positivas baixo.
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A comparacdo dos resultados de nimero de copias gendmicas por gPCR e
namero de células positivas para o antigeno viral por AGM mostrou uma correlacéo
entre estes valores, na qual pacientes com AGM positiva tiveram maiores cargas
virais. Por esse motivo, 0 ensaio de AGM vem sendo substituido por gPCR para o
monitoramento da infeccdo ativa por HCMV.

Da mesma forma, neste estudo o ensaio de qPCR apresentou maior
sensibilidade quando comparado a nPCR, resultado este ja relatado pela literatura
(Caliendo et al. 2001; Tanaka et al. 2002; Ikewaki et al. 2003). Os resultados da
nPCR indicam que esta técnica é menos sensivel, ndo sendo possivel a deteccdo viral
quando o numero de copias gendmicas é baixo.

Embora a qPCR seja considerada como a melhor técnica para
monitoramento da infeccdo ativa por HCMV, certas questdes precisam ser
analisadas, pois outros fatores podem interferir na escolha do protocolo a ser adotado
para pesquisa de HCMV, como a determinacdo do espécime clinico ideal para ser
testado por gPCR. Ha na literatura varios relatos que abordam a questdo da melhor
amostra clinica para o ensaio gPCR (Garrigue et al. 2008; Lisboa et al. 2011).

Neste estudo, de maneira geral, as técnicas moleculares foram mais
sensiveis quando a amostra utilizada foi o pellet, em detrimento do soro, havendo
baixa correlacdo na sensibilidade de deteccdo para os dois espécimes clinicos, tanto
na nPCR quanto na gPCR. Embora o0 HCMV circule primordialmente dentro dos
leucdcitos polimorfonucleares, 0 DNA do HCMV também pode ser detectado no
plasma e soro, provavelmente na forma de particulas livres durante a replicacdo ativa
do virus. Estudos anteriores demonstraram que a pesquisa do virus em amostras de
sangue total é mais sensivel do que aqueles em plasma ou pellet (Smith & Paya
2002; Garrigue et al. 2006; Deback et al. 2007).

Outros autores relataram que os testes utilizando pellet sdo mais sensiveis
(von Muller et al. 2007; Zhang et al. 2010; Andrade et al. 2013). Duas razdes podem
contribuir para a maior sensibilidade utilizando DNA a partir do pellet: (1) a
concentracdo de DNA extraido a partir de pellet provavelmente é muito maior do que
a partir da mesma quantidade de plasma, e (2) com as caracteristicas bioldgicas da
infeccdo latente, 0 HCMV pode ser abrigado em leucdcitos do sangue periférico,

assim, quando o virus se replica nos leucocitos a um baixo nivel, pequena
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concentracdo de virus é liberada no plasma, causando a menor sensibilidade de
deteccgéo utilizando DNA do plasma ou soro.

Considera-se que a deteccdo de DNA no soro/plasma esteja mais
estreitamente relacionada a sindrome de HCMV (Kanaan et al. 2004; Tang et al.
2008), porque o DNA no soro/plasma reflete replicacdo viral ativa e a detecgdo de
DNA de HCMV a partir de leucdcitos polimorfonucleares poderia limitar a
interpretacdo do resultado, uma vez que o DNA viral poderia ser detectado mesmo
na auséncia da sindrome (virus em laténcia) (Zhang et al. 2010; Andrade et al. 2013).

A deteccdo precoce do DNA do HCMV ¢ de grande importancia, pois pode
refletir o inicio da replicagdo viral refletindo a necessidade de acompanhamento
cuidadoso da cinética de carga viral a fim de se detectar, 0 mais precocemente
possivel, a disseminacdo viral que pode resultar em doenca sistémica (Weinberg et
al. 2002; Bonon et al. 2005; Ghaffari et al. 2008). No nosso estudo, seis pacientes
foram negativos para 0 DNA de HCMV em soro por nPCR, mas positivos para o
DNA em pellet, indicando a alta sensibilidade de ambas as técnicas, quando a
amostra clinica foi pellet.

Como referido, todos os pacientes que receberam células progenitoras
hematopoiéticas oriundas de MO (6) e praticamente todos que receberam CPSP (14)
apresentaram amostras positivas para HCMV, sendo que o Unico paciente negativo
para HCMV teve como enxerto CPSP. Pela diferenca do nimero de pacientes que
receberam cada um desses tipos de enxerto, fica dificil comparar positividade,
sindrome por HCMV e ocorréncia de 6bito em relagdo ao tipo de CPH recebida.
Walker et al. (2007) demonstraram um atraso (delay) na positividade de HCMV, por
antigenemia, em receptores de CPSP, mas nenhuma diferenca global na incidéncia de
antigenemia entre receptores de MO e CPSP. Trenschel et al. (2000) relataram uma
incidéncia de antigenemia para 0 HCMV semelhante entre os dois grupos, mas a
antigenemia foi menos persistente e menos pacientes manifestaram a doenca por
HCMV em receptores de CPSP. Por outro lado, Guerrero e colaboradores (2012)
encontraram maior taxa de infeccdo e doenca por HCMV em receptores de CPSP e
Manteiga et al. (1998) encontraram taxas mais altas de infec¢édo (55%) e doenca por
HCMV em receptores de CPSP. Existem alguns fatores que podem ter contribuido

para as diferengas relatadas nestes estudos, tais como o uso de deplecdo de células T
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em alguns estudos, dose mais elevada de medicamentos imunossupressores
utilizados na profilaxia e na terapia preemptiva, e diferencas nas populagdes de
pacientes em relacdo a idade e sexo (Guerrero et al. 2012).

Neste estudo, 66,6% dos pacientes que vieram a Obito (4/6) foram
receptores de CPSP. Entretanto, tem sido observado por alguns autores que a
utilizacdo de CPSP para o transplante melhora a sobrevida em pacientes com
malignidades hematoldgicas de alto risco em comparacdo com a utilizacdo de MO
como uma fonte de células estaminais (Bensinger et al. 2001; Haspel et al. 2008). E
sabido que a MO e o SP contém diferentes propor¢des de subpopulacdes de células T
naive, de memoria e reguladoras que poderiam influenciar na recuperacéo de células
T funcionais especificas para HCMV apds o transplante (Tayebi et al. 2001; Di Rosa
& Pabst 2005). Assim, as diferencas na composicéo celular de produtos de MO e
CPSP podem levar a diferentes taxas de infeccdo por HCMV depois do transplante
por ambos os tipos de TCPH, influenciando na recuperacdo imunoldgica e reativacéo
do virus (Guerrero et al. 2012).

Apesar de ndo termos avaliado a reconstituicdo imunoldgica frente ao
HCMV, o impacto do transplante de CPSP na reconstitui¢cdo imunoldgica especifica
contra 0 HCMV, sindrome de HCMV, e doenca € dificil de predizer devido as
propriedades Unicas do HCMV. A infec¢do ativa por HCMV ap0s o transplante é
controlada por células T auxiliares CD4" (T helper - Th) especificas e pela acdo de
linfocitos T citotoxicos CD8" (LTC) (Lacey et al. 2004; Widmann et al. 2008).
Existem evidéncias da transferéncia da imunidade especifica contra 0 HCMV através
do enxerto, porque os receptores HCMV-soropositivos que recebem MO de doadores
soropositivo reconstituem a imunidade de células T especificas para 0 HCMV mais
cedo do que os receptores de MO soronegativa (Boland et al. 1992; Li et al. 1994).

A maioria dos pacientes neste estudo recebeu regime mieloablativo para o
condicionamento pré-transplante, ndo sendo observada diferenca de positividade para
HCMV entre os pacientes submetidos aos dois tipos de regime. Junghanss e
colaboradores (2002) ao analisar a incidéncia da infeccdo por HCMV ap6s AloTCPH
utilizando regimes mieloablativos e ndo-mieloablativos encontraram incidéncias de
78% e 53%, respectivamente. Nos trabalhos de Oh e colaboradores (2004) e

Nakamae e colaboradores (2009), ndo houve diferenca significativa para infec¢do por
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HCMV nos dois grupos de regime de condicionamento, além disso, no ultimo
trabalho, também foram encontradas menores cargas virais em pacientes em regime
ndo-mieloablativo, 0 que corrobora com o0s resultados encontrados no presente
estudo. Possiveis explicacdes para esses resultados sdo o pequeno tamanho amostral
e, ou, assim como sugere Nakamae e colaboradores (2009), as células de memdria
residuais especificas para HCMV apresentam um efeito limitado ou até mesmo
nenhum efeito na infeccdo ativa por HCMV, mas contribuem para prevenir a
progressdo para niveis mais elevados de carga viral, pelo menos logo apo6s o
transplante quando o regime de condicionamento € menos intensivo. No entanto,
depois de completo o quimerismo das células do doador com as do receptor com
regime nao-mieloablativo, os beneficios de protecdo contra a infeccdo por HCMV
parece desaparecer. Estudos anteriores mostraram que em relacdo a imunidade contra
0 HCMV, apbs 100 dias de transplante, ndo houve diferenca na imunidade das
células T especificas para HCMV entre 0s receptores que receberam regimes
mieloablativos e ndo-mieloablativos (Maris et al. 2003; Baron et al. 2006).

Com relacdo a deteccdo da infeccdo ativa ser mais comum no primeiro
trimestre ap6s o AIloTCPH, nosso trabalho corrobora com dados de Liu e
colaboradores (2012), que detectaram a infec¢do ativa em AloTCPH com uma média
de 32 dias (variando entre 7 e 167 dias) e de Takenaka e colaboradores (2015), no
qual a infeccdo ativa por HCMV foi detectada em média 42 dias pds-transplante
(variando de 3 a 767 dias).

Dos 20 pacientes positivos para infeccdo ativa por HCMV, 60%
desenvolveram a sindrome por HCMV, o que corresponde a um elevado percentual
qguando comparados a estudos anteriores, como o de Hazar e colaboradores (2006),
no qual 12,4% dos pacientes demonstraram sintomas compativeis com a sindrome
por HCMV. As possiveis explicacfes para a elevada taxa de sindrome de HCMV
encontrada neste estudo podem ser as mesmas utilizadas para justificar a elevada
deteccdo de infeccéo ativa por HCMV.

Ademais, no estudo de Hazar et al., foi observada sindrome por HCMV,
mesmo em pacientes que foram submetidos a tratamento profilatico com elevada
dose de aciclovir (500 mg/m? 3x ao dia). O tratamento profilatico com aciclovir é

bastante controverso. Alguns estudos salientam que o aciclovir apresenta
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relativamente baixa poténcia como um agente anti-HCMV (Goral et al. 1996;
Duncan et al. 2008) e o aciclovir ndo consegue evitar a sindrome/doenga por HCMV
em pacientes que se submeteram a Auto TCPH (Boeckh et al. 1995), e, em um
estudo retrospectivo de utilizacdo de curto prazo, a terapia com elevada dose de
aciclovir antes do enxerto em pacientes que tinham sido submetidos a AloTCPH, o
aciclovir ndo influenciou nas taxas de sobrevivéncia (Boeckh et al. 1998). Outros
estudos demonstram que a profilaxia com aciclovir (nas mesmas doses utilizadas
neste estudo para profilaxia contra os outros herpesvirus, a saber, 10 mg/kg 3x)
apresentaram atividade contra a infeccéo ativa e sindrome/doenca por HCMV (Burns
et al. 2002; Hazar et al. 2004). No presente estudo, enfatizamos que o aciclovir foi
utilizado para profilaxia para outros herpesvirus, mas de qualquer maneira, pelos
resultados, observamos que a dose utilizada ndo demonstrou atividade anti-HCMV,
sendo provavelmente mais recomendada para uso a dose postulada por Boeckh e
colaboradores (2009), 500 mg/m? 3x ao dia seguidos por 800 mg 4x ao dia apés a
alta do hospital, caso o aciclovir seja adotado como antiviral anti-HCMV.

O HCMV ja € reconhecido como uma causa de pancitopenia em pacientes
submetidos @ TCPH, o que explica esta alteracdo ter sido a mais comumente
apresentada pelos pacientes (Dominietto et al. 2001; Montesinos et al. 2009;
Kanvinde et al. 2014). Em relacdo a presenca de infeccBes oportunistas, ocorréncia
de DECH aguda e 6bito, nossos resultados apresentaram resultados semelhantes ou
inferiores a literatura (Peres et al. 2010; Sharma et al. 2013), reforcando a
importancia das préticas profilaticas contra essas complicacoes.

Neste estudo, tentamos correlacionar a carga viral de HCMV com o0s
sintomas apresentados pelos pacientes. Pode ser observado que a medida que a carga
viral foi aumentando, os sintomas foram se agravando e mais 6rgdos foram sendo
acometidos, sendo que em periodos de carga viral mais elevada, a dor abdominal
esteve presente, sugerindo provavel manifestacdo gastroentérica por HCMV
tardiamente na sindrome por HCMV, ja que o HCMV pode afetar o trato
gastrointestinal (Ljungman et al. 2011). Com relacdo a evolucdo do quadro clinico,
os resultados da AGM foram consistentes com os resultados relacionados a carga
viral, enquanto a nPCR apresentou baixa correlagdo com as outras técnicas em

relagdo aos sintomas. Cariani e colaboradores (2007) encontraram correlagéo entre os
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resultados de carga viral e AGM e presenca de sintomas, sendo estes presentes
quando as amostras clinicas foram positivas AGM, variando entre trés e 100 células
positivas por ensaio, e com elevada carga viral, variando entre 2,80E+02 e 4,13E+05
cg/mL.

O numero de cdpias gendmicas, assim como 0 aumento progressivo da
carga viral devem ser considerados na previsdo de risco do desenvolvimento da
sindrome/doenca por HCMV. Com base nisso, salientamos que acompanhar a carga
viral do HCMV é importante para a avaliacdo do risco de sindrome/doenga, 0
diagnostico da sindrome/doenca, bem como no monitoramento da resposta a terapia.
A interpretacdo dos valores de carga viral do HCMV pode ser complexa e alguns
fatores devem ser levados em consideracdo em relacdo a carga viral e aos sintomas,
como, os valores de carga viral baixa sdo comuns e seu significado clinico pode ser
dificil de avaliar (Kraft et al. 2012).

Fatores de risco associados a viremia por HCMV em AloTCPH incluem
sorostatus pré-transplante do doador e do receptor, desenvolvimento da DECH,
deplecéo de células T ex vivo ou in vivo, e 0 uso de enxertos de doadores alternativos
quando ndo sdo encontrados doadores com HLA compativel, sendo a DECH e a
presenca de anticorpos anti-HCMYV do doador e/ou do receptor os fatores de risco
mais comumente identificados pela maioria dos estudos (Boeckh & Nichols 2004;
Takami et al. 2005; Marty et al. 2007; Ozdemir et al. 2007; Buyck et al. 2010;
Cantoni et al. 2010; George et al. 2010).

Dos pacientes que evoluiram para oObito, 66,6% (4/6) apresentaram
sindrome de HCMV e DECH aguda. Todos os pacientes tiveram amostras positivas
por qPCR algumas semanas antes do 6bito, sendo que quatro permaneceram HCMV-
positivos com o0 aumento de carga viral até o Gbito. Com base nos nossos achados
laboratoriais, suspeitamos que em quatro pacientes, devido ao aumento da carga
viral, o ébito pode ter sido uma consequéncia do efeito indireto do HCMV. Além
disso, como ja foi mencionado, apds o TCPH, as respostas T CD4" especificas para o
HCMV estdo associadas com a protecdo contra a sindrome/doenca por HCMV e,
consequentemente, a falta dessas células é associada com a sindrome/doenca por
HCMV e oObito em pacientes que se submeteram ao transplante (Li et al. 1994;
Hebart et al. 2002; Boeckh et al. 2003; Lilleri et al. 2009), sendo que esta Ultima
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situacdo pode ter ocorridos nestes pacientes, entretanto ndo foi confirmada neste
estudo.

Outras questdes importantes sdo o fato de a profilaxia ndo ser amplamente
utilizada devido a potenciais efeitos mielossupressores do ganciclovir, situacdo que
pode mudar com novos medicamentos, como o maribavir, levando a uma menor taxa
de positividade e sindrome/doenga por HCMV nesses pacientes (Winston et al.
2008); e 0 HCMV e DECH serem complicacGes importantes apés o AloTCPH e
estarem patogeneticamente associados: varios estudos mostram que a DECH e seu
tratamento colocam os pacientes em risco para a reativacdo da replicacdo do HCMV
(Miller et al. 1986; Martino et al. 2001; Ljungman et al. 2006). Em contraste, o papel
da replicacio do HCMV como uma causa de DECH é controversa. Wang e
colaboradores (2008) encontraram em seu estudo nenhum efeito da replicacdo do
HCMV sobre o desenvolvimento posterior de DECH aguda, enquanto que no estudo
de Cantoni e colaboradores (2010) demonstra que os pacientes com elevada carga
viral estariam em maior risco de desenvolvimento de DECH e os dados sugerem que
estudos prospectivos de tratamento profilatico para HCMV visando reduzir a
incidéncia DECH aguda devem ser realizados.

Apesar de o presente estudo ter conseguido recrutar todos os pacientes que
foram submetidos ao transplante alogénico nesse hospital no periodo de dois anos,
sd0 necessarios mais estudos envolvendo o acompanhamento de um maior namero
de pacientes para obter resultados mais consistentes e conclusivos em relagdo ao
progndstico e a sintomatologia. Estudos sobre 0 acompanhamento da reconstituicao
imunoldgica de pacientes submetidos a AloTCPH, por meio da identificacdo das
principais subpopulacdes celulares envolvidos na reconstituicdo do sistema imune e
na resolucgdo da infeccdo viral, avaliando seus respectivos fenotipos funcionais seréo
iniciados em breve no laboratorio de Virologia Humana/IPTSP/UFG, a fim de

entender o perfil de reconstitui¢do do sistema imune frente a infeccdes virais.

7 CONCLUSOES
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e Os dados deste estudo revelam uma alta taxa de positividade de infeccéo ativa de
HCMV, pelas metodologias utilizadas, em receptores de transplante de células
progenitoras hematopoiéticas do tipo alogénico em um dos centros de referéncia
de transplantes de medula Ossea do Brasil. Sendo observada consideravel

positividade para HCMV antes do transplante;

e As trés metodologias utilizadas foram capazes de detectar o HCMV, sendo que a
gPCR teve maior sensibilidade e maior concordancia com AGM, quando
comparada a nPCR. Com relacdo ao tipo de amostra clinica, houve diferenca de
deteccdo entre pellet e soro, sendo que o pellet foi considerado a amostras de

escolha para a pesquisa do HCMV por técnicas moleculares;

e Foram observadas cargas virais mais elevadas em amostras de pellet (média de
2,70E+04 cg/mL) quando comparadas as de soro (média de 4,50E+03 cg/mL),
sugerindo que o monitoramento de HCMV no pellet seja mais adequado para
serutilizado no diagndstico precoce da infeccéo;

e A principal alteracdo apresentada pelos pacientes foi a pancitopenia e a principal
intercorréncia observada foi a DECH, entretanto, ndo foi possivel estabelecer uma

associacéo direta entre a positividade para HCMV e a causa mortis;

e Acreditamos que os resultados foram ainda determinantes para uma melhor
compreensdo do papel da infeccdo ativa pelo virus no prognéstico dos receptores
alogénicos, sendo observada positividade para infeccdo ativa por HCMV mesmo
no periodo pré-transplante, o que reforca a importancia do monitoramento precoce

dos pacientes, o que ndo é feito de rotina pela maioria dos centros.
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APENDICES E ANEXOS

Apéndice 1. Termo de consentimento livre e esclarecido.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
INSTITUTO DE PATOLOGIA TROPICAL E SAUDE PUBLICA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Voos, ou a peszzoa pela qual vocs & rezponeavel, ssta sendo convidado a participar, como
voluntaric, em uma pesquiza. Apos sor esclarecido sobre az informagdes a seguir, e vooé
concordar que o mezmo faga parte do estudo, aszine ao final deste documsnto, que estd em duas
viaz, uma delaz & sua & a outra & do pesquizador rezponszavel que tambem devera assinar o
documento. Em cazo de dividas, ezclare¢a-az junto a8 equipe, para decidir ee participa ou nao do
aztudo. Em cazo de recusa, vood ndo serd penalizado de nenhuma forma.

1- Inztituigdo: Univerzidade Federal de Goias
2- Orgdo: Instituto de Patologia Tropical & Sadds Piblica

Projetoz de Pesquisa: ESTUDO PROSPECTIVO DE INFECGAO POR CALICIVIRUS (NOROVIRUS E
SAPOVIRUS) EM PACIENTES SUBMETIDOS A TRAMSPLANTE ALOGEMICO OU AUTOLOGO DE

CELULAS PROGENITORAS HEMATOPOIETICAS (TACPH!

3 Goordenadora: Prof® Dr° Menira Borges des Lima Diaz & Souza
Telsfonss para contato: (620 3208-8122 62y 9092-T608

4- Participantes: Prof” Dr" Menira Borges de Lima Diaz & Souza, Prof. Dr. Adriano ds Morasz Arantes, Prof

Dr" Fabiola Souza Fiaccadori; Prof’ D’ Divina das Déres de Paula Cardoso, Lucianna Gongalves

Hepomucsno Lemes, Denizy Marquez Mendanha, Hugo Casar Perasira Santoz.

3- Informagoes geraie: & importants a lsitura deste documento zobre o= principics gerais que =2 aplicam

a0E participantss:

ala sua participagic & wvoluntaria; Serd realizada uma entrevieta pelos pesquizadores, apos
conzentimento doz participantes. O questiondrio a =2er utilizado =srd conzstituido de duas partes, zendo a
primaira refersnte ace dados pessoaiz & 8 segunda parts sobre fatorss de rizcos associados as infecghes
cauzadaz palog viruz a ssrem pesguizados.

bl a coleta 2o dard no hozpital (unidads de transplants ou ambulatorio} pelos enfermairos da Unidads.
Sardo utilizados para a colsta: colstores plasticos, agulhas & seringas descartaveiz & o procedimento nao
confers risco & integridads fizica do pacients, caso o mesmo 25 oponha, a colsta ndo serd realizada;

clo material climico (fezez ou 2oro) colhido ficara =zob nosza guarda & responszabilidade (zera
armazenado a - 20°C no laboratorio de wirolegia humanalPTSP) & zera utilizado =oments na sxscugao desta
PeEquisa.

di o{al ssnhor{al possui total liberdade para retirar o seu consentiments a qualquer momeanto, deixando
apenas de participar do eztudo & =em prejuizos para 8 Sua pessoa;

8- Dbjstive geral: Monitorar 40 pacientss submstidos ao transplants de medula ozsea (ou transplante de
cedulaz progenitoraz hematopoisticas —TCGPHL, para a infecgao por caliciviruz (noroviruz/zapovinuzl.
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T-Referencial Tedrco/lustificativas:

Oz calicivirus (norovirus o sapovinee) sio importantes agentes causadores de diarréia aguda, podendo causar
dosnga grave am pacientss imunocomprometidos, como og pacientes que sofreram transplante & =a
sncontram em tratamento imunossuprezsor. A excrecac assintomatica de NoVse por individuos saudavsiz, a
excrecao viral prolongada em pacientsz imunocomprometidos, a elevada carga viral excretada, baixa doze
infeccioza, alam da estabilideds doe MoVz no ambisnts & rezizténcia a inativagas =80 fatores que contribusm
para & ocomméncia de surtos em ambients hospitalar com répida dizseminegio viral entre pacientes e
profizzionaiz da drea de zauds (enfermeiros e madicos). O disgndstico da infecgao por MoViSaV néo faz parte
da rotina do acompanhamento de pacientss que foram submetidoz ao transplants & o uso de iErapia
IMuUNoOESUpres2ora nestes pacientss pode levar ac agrevameanto de zua condigio clinica, podendo resultar am
obito. Sendo, portanto, importante o diagnostico precoce de infecgao por estes agentes para que o tratamento
maiz eficaz safa definido & avaliado.

8 Consideragies finaiz: O= resultados obtidos nesta pesquiza poderdo zer utilizadoz na totalidade para fins
excluzivos de divulgagao cientifica da pesquiza, garantindo-zs a privacidade doe dados individuaiz. Nao sera
afatuado qualguer tipo de remuneragac durants ou apos o procadimantos de colata & o porventura existirem
pgastos adicionaiz relacionados 8 investigagao estes serao absorvidos pelo orgamento da pesquiza.

8- Ewu, . nazcido am

) f . RG , abaixo assinado, tendo recebido as informagdes acima o

ciants dos meus dirsitos, concordo com a participagio no satudo.

10 -Direitoz do entreviztado: al garantia de receber rezposta a gqualguer pergunta ou esclarscimenio a
qualquer duvida acerca dos procedimentos, riscos, beneficios & owtros assunmtos relacionados com a
peequiza; bl seguranga de nac ser identificado & que 2era mantido o carater confidencial da informagao

relacicnada com a sua privacidads;

e da 2013

Azzinatura do Coordenador da Pezquiza Azsinatura do sntrevistado
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Anexo 1. Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da UFG.

‘ UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
0... PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGCAO ‘
UFG CEP - UFG

| - Identificagdo

Titwlo do projeto: “ESTUDO PROSPECTIVO DE INFECGAO POR CALICIVIRUS
(NOROVIRUS E SAPOVIRUS) EM PACIENTES SUMT!)OS A TRANSPLANTE
ALOGENICO DE CELULAS PROGENITORAS HEMATO

Pesquisador responsavel

Nome: Menira Borges de Lima Dias e Souza

hitp:/MNattes. cnpq.br/0054562567 103606

Instituigao. Universidade Federal de Goids

Enderego para correspondéncia: Rua 235, esquina com 1* Avenida, sem nimero, Setor
Universitario

Telefone: 62-32096122

Fax: 62-35211839

E-mail: menirasouza@gmail.com

Pesquisadores participantes

Nome: Divina das Dores de Paula Cardoso/ hitp /Aattas cnpq be/8770835116155857
Instituicho: Universidade Federal de Goids

Nome: Fabiola Souza FiaccadorV hilp Matles cnpq LuOD33842400303174
InstituicBo. Universidade Federal de Goids

Nome: Lucianna Gongalves Nepomuceno Lemes/ hitp /aties cnpqg br0818025025526987
InstituicBo’ Universidade Federal de Goids

Nome: Denisy Marques Mendanha/ hitp (altes cnpg be/0916 158945285630
Instituiclo: Universidade Federal de Goids

Nome. Hugo César Pereira Santos hitp /lattes cnpq brf2936658 105441688
Instituicio. Universidade Federal de Golds

PARECER CONSUBSTANCIADO

Nome: Adriano de Moraes Arantes hitp-/Mattes cnpq br/20740718976857154
Insttuticao: Hospital Aratjo Jorge/Associaclo de Combate ao Cancer em Golds

Instituigao onde se realizara: Universidade Federal de Goias/ Instituto de Patologia Tropical e
Sal(de Publica (IPTSP/UFG).

» Data de apresentacdo ao CEP: 21/12/2011; N* 4262011
Il - Resumo do projeto

Os calicivirus (norovirus e sapovirus) slo importantes agenles etioldgicos da gastroenterite
aguda epidémica ndo bacteriana, causando surtos em diferentes grupos populacionais e em
diversas partes do mundo. Estudos recentes mostram a importincia destes agentes como
causadores de diarréia crdnica grave em pacientes munodeprimidos, como os que foram
submetidos a transplante renal ou transplante alogloico, de células progenitoras
hematopoiéticas (TACPH), podendo a infecglo por calicivip = levar 0 agraspypento doquadro
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‘ UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
Q:. PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO ‘
UFG CEP - UFG

de imunosupresso destes pacientes, resultando em oObito. Pretende-se com este estudo
avaliar a ocorréncia de norovirus (NoV) e sapovirus (SaV) em pacientes que foram submetidos
a TACPH, proceder & caracterizagho molecular das amostras positivas para NoV/SaV,
investigar a ocorréncia de viremia por estes virus nestes pacienles, avalar a
susceptibilidade/resisténcia a infecgdo por estes agentes em relagdo ao seu grupo sanguineo e
fendtipo Lewis e secretor, a fim de fornecer subsidios que possam auxiliar na inclusao de um
teste diagndstico sensivel e especifico para o diagndstico diferencial nos casos de suspelta de
doenga do enxerio contra o0 hospedeiro.

Iil - Objetivos

3.1- Geral:
* Monitorar 40 pacientes submetidos ao TACPH, para a infecgao por NoVs/SaVs
.2- Especificos:

* Realizar o acompanhamento clinico dos pacientes para a avaliago dos principais sinais
@ sintomas apresentados apos o TACPH. Detectar NoVs/SaVs em amostras fecais
coletadas de pacientes submetidos ao TACPH

* Realizar 0 sequenciamento gendmico de um segmento da regido codificadora do
capsideo viral das amostras positivas para NoV/SaV
Pesquisar RNA viral (NoVs/SaVs) no soro dos pacientes (determinaclo de viremia)
Determinar o grupo sanguineo e do fendtipo secretor e de Lewis dos pacientes
Realizar andlise comparativa dos dados obtidos para avaliar: sinais e sintomas mais
comuns, duracao da excrecao viral, presenca ou na3o de viremia, maior ou menor
susceptibilidade a infecgdo por NoVs/SaVs em relagdo ao grupo sanguineolfendtipo
secretor e de Lewis dos pacientes, piora do quadro clinico em relagio & terapia
imunossupressora

* Relacionar os dados obtidos com os de outros estudos ja realizados

IV - Comentarios do relator, frente a Resolugdo CNS 196/96 ¢ complementares em
particular sobre:

Estrutura do Protocolo: (verificacdo dos documentos solicitados): a documentagio esta
adequada (folha de rosto CEP-UFG, folha de rosto CONEP, comprovante de aprovagao do

adequadamente escrito, de'omadamesucnta O termo de anuéncia do Hospilal Aradjo
Jorge ndo foi apresentado (entretanto, citam que o projeto serd apresentado, também, ao
Comité de Etica em Pesquisa da ACCG).

Resumo do projeto e indicacdo dos objetivos: o resumo esta claro e 0s objelivos séo
adequados para as pretensdes do projeto € coerentes com a abordagem melodoldgica.

Projeto de pesquisa:

_ Analise das questdes éticas: Os autores tecem comentérios acerca preceitos ético-legais

cemdocomaResdu;OoCNs 196/96, ressaltando a confidencialidade e a ndo identificacdo
. Adicionalmente, mmom.aplcaﬂodomdowmto

liwoooodaroado(l’CLE) R .
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_ Avaliagdo de riscos e beneficios: adequada; ressallam o baixo risco, ja4 que haverd
aplicacdo do questiondrio e analise de material fecal e do sangue, sendo o primeiro coletado de
forma ndo invasiva e, 0 segundo, com agulhas e seringas convencionais (ressaltam o risco de
algum desconforto @ a possibilidade de formagéo de hematoma no local da punglo). para
reduzir a chance de constrangimento, os aplicadores dos questionarios e aqueles que lidarao
com 0s pacientes e com as amostras, sio devidamente treinados. O beneficio direto refere-se
aos resultados dos exames, que poderao ser Uteis aos pacientes imunossuprimido, ja que a
pesquisa dos virus ja citados nao é atividade, ainda, rotineira.

Andlise da metodologia e sua adequacio aos objetivos da pesquisa: a metodologa fol
MMMemammanmmwodom de

inquérito epidemiolégico prospectivo.

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido:

_ Avaliagio do processo de obtengido do Termo de Consentimento.

Andlise do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (sdequagho da Snguagem e observinca dos
aspectos sokcitados no flem 4 do Protocoio)’ ahguagemestéadoquada direta, com termos apropriados
para a populagéo (letrada) em geral. E explicado que, apés o esclarecimento sobre a pesquisa,
0s sujeitos assinardo o TCLE, no local onde sera aplicado o questiondrio, @ que as amostras de
fezes e de sangue serdo utilizadas, apenas, para esta pesquisa

Verificacdo das garantias de privacidade e confidencialidade: os autores destacam a
nao-identificagdo dos sujeitos (uso de codigos alfanuméricos e questionario sem identificagao
do sujeito) e a restricio de manipulagio de dados pessoais (somente 0s pesquisadores terdo
acesso). As amostras serdo armazenadas, codificadas, em freezer -20° C no Laboratério de
Virologia do IPTSP.

V — Parecer do CEP

O parecer é pela APROVACAO do presente projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa
da UFG.

VI - Data da reunido
Goiénia, 19 de margo de 2012
S A
Prof. Dr. o Batista de Souza
CEP.UFG

1%

.|\_ ,‘n \ .‘
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Anexo 2. Parecer do Comité de Etica em Pesquisa do HAJ/ACCG.

ASSOCIAGCAO DE COMBATE AO
CANCER EM GOIAS - ACCG W Brasil

PROJETO DE PESQUISA

Titulo: ESTUDO PROSPECTIVO DE INFECCAO POR CALICIViRUS (NOROV’iRUS E SAPOVIRUS)
EM PACIENTES SUBMETIDOS A TRANSPLANTE ALOGENICO DE CELU
Area Tematica:

Area 5. Novos procedimentos ainda ndo consagrados na literatura.
Versao: 5

CAAE: 04048712.0.0000.0031
Pesquisador:  Adriano de Moraes Arantes

Instituigdo:  Associagao de Combate ao Cancer em
Goias/Inst. Ens. e Pesq/Hospital Araujo Jorge

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Numero do Parecer: 108.396
Data da Relatoria: 04/12/2012

Apresentagao do Projeto:

O calicivirus (norovirus e sapovirus) sdo importantes agentes etiologicos da gastroenterite aguda epidémica
n&o bacteriana, causando surtos em diferentes grupos populacionais e em diversas partes do mundo. Estudos
recentes mostram a importancia destes agentes como causadores de diarréia cronica grave em pacientes
imunodeprimidos, como os que foram submetidos a transplante renal ou transplante alogénico de células
progenitoras hematopoiéticas (TACPH), podendo a infecgdo por calicivirus levar ao agravamento do quadro de
imunosupressao destes pacientes, resultando em 6bito. Pretende-se com este estudo avaliar a ocorréncia de
norovirus (NoV) e sapovirus (SaV) em pacientes que foram submetidos a TACPH, proceder a caracterizagao
molecular das amostras positivas para NoV/SaV, investigar a ocorréncia de viremia por estes virus nestes
pacientes, avaliar a susceptibilidade/resisténcia a infecg@o por estes agentes em relagido ao seu grupo
sanguineo e fenodtipo Lewis e secretor, a fim de fornecer subsidios que possam auxiliar na incluséo de um teste

diagnéstico sensivel e especifico para o diagnostico diferencial nos casos de suspeita de doenga do enxerto
contra o hospedeiro.

Objetivo da Pesquisa:
Geral:
Monitorar 40 pacientes submetidos ao transplante alogénico de células progenitoras hematopoiéticas
(TACPH),para a infecgao por NoVs/SaVs
Especificos:
1 Realizar o acompanhamento clinico dos pacientes para a avaliagao dos principais sinais e sintomas
apresentados apos o TACPH. Detectar NoVs/SaVs em amostras fecais coletadas de pacientes submetidos ao
TACPH.
2 Realizar o sequenciamento gendmico de um segmento da regi&o codificadora do capsideo viral das amostras
positivas para NoV/SaV.
3 Pesquisar RNA viral (NoVs/SaVs) no soro dos pacientes (determinacgéo de viremia)
4 Determinar o grupo sanguineo e do fenotipo secretor e de Lewis dos pacientes
5 Realizar andlise comparativa dos dados obtidos para avaliar: sinais e sintomas mais comuns, duragéo da
excregao viral, presenga ou ndo de viremia, maior ou menor susceptibilidade a infecgdo por NoVs/SaVs em

relagdo ao grupo sanguineo/fenétipo secretor e de Lewis dos pacientes, piora do quadro clinico em relagéo a
terapia imunossupressora

6 Relacionar os dados obtidos com os de outros estudos ja realizados.

Endereco: 239

Bairro: SETOR LESTE UNIVERSITARIO CEP: 74.605-070
UF: GO Municipio: GOIANIA
Telefone: (62)3243-7050 Fax: (62)3243-7050 E-mail: cepaccg@accg.org.br
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Avaliacado dos Riscos e Beneficios:

A avaliaggo de riscos e beneficios esta adequada. O risco para os pacientes & baixo pois relatam que serao
coletadas amostras de fezes e de sangue por profissionais treinados e especializados,utilizando material
descartavel.Ressaltam ainda que um médico hematologista responsavel pela unidade de transplante alogénico
de células progenitoras hematopoiéticas estara disponivel a prestar assisténcia em caso de necessidade.Em

relagao aos beneficios os dados obtidos podem auxiliar no fornecimento subsidios para que um teste sensivel e

especifico para a detecgao de NoVs/SaVs que possa ser utilizado durante o acompanhamento de pacientes
que receberam o TACPH.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

O pesquisador responsavel apresenta folha de rosto CONEP;folha de rosto CEP-ACCG; carta de aprovacgao do
CEP -UFG; comprovante de aprovag&o do projeto pela diretoria do Hospital Araujo Jorge; Carta do chefe do
arquivo medico autorizando acesso aos documentos: Carta do chefe do servigo de transplante de medula
6ssea para desenvolvimento da pesquisa; Termo de compromisso dos pesquisadores garantindo sigilo sobre
identidade dos pacientes e dados da pesquisa; modelos de questionario para entrevista.Carta de financiamento
Conselho Nacional de Desenvolvimento e Tecnologia (CNPq) N° 14/2011 .

Consideracoes sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:

Folha de rosto CEP-ACCG arroneamente preenchida foi justificada e esclarecida no documento "carta ao
CEP_24092012.pdf".

Consideramos pesquisadora principal Consideramos pesquisadora principal Dra Menira Borges Dias de Lima e
Souza e instituicdo proponente Universidade federal de Goias.

Recomendagdes:

Folha de rosto CEP-ACCG arroneamente preenchida foi justificada e esclarecida no documento "carta ao
CEP_24092012.pdf".

Consideramos pesquisadora principal Dra Menira Borges e instituicdo proponente Universidade Federal de
Goias.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagées:

Folha de rosto CEP-ACCG arroneamente preenchida foi justificada e esclarecida no documento "carta ao
CEP_24092012.pdf".

Consideramos pesquisadora principal Consideramos pesquisadora principal Dra Menira Borges Dias de Lima e
Souza e institui¢do proponente Universidade Federal de Goias.

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Néo

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Aprovado.

Enderego: 239

Bairro: SETOR LESTE UNIVERSITARIO CEP: 74.605-070
UF: GO Municipio: GOIANIA
Telefone:  (62)3243-7050 Fax: (62)3243-7050 E-mail: cepaccg@accg.org.br
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Anexo 3. Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da UFG, referente ao primeiro
pedido de emenda ao projeto inicial.

MINISTERIO DA EDUCAGCAO LA
UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS ® ©
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO ofh

COMITE DE ETICA EM PESQUISA U FG

Goiania, 10 de maio de 2013.

PARECER CONSUBSTANCIADO REFERENTE AO RELATORIO PARCIAL E
AO PEDIDO DE EMENDA AO PROJETO DE PESQUISA
Protocolo n. 429/11

I — Identifica¢io

— Titulo do projeto: Estudo prospectivo de infec¢do por calicivirus (norovirus e
sapovirus) em pacientes submetidos a transplante alogénico de células progenitoras
hematopoiéticas.

— Pesquisador Responsavel: Menira Borges de Lima Dias e Souza

— Pesquisadores Participantes: Divina das Dores de Paula Cardoso; Fabiola Souza
Fiaccadori; Luciana Gongalves Nepomuceno Lemes; Denisy Marques Mendanha; Hugo
César Pereira Santos; Adriano de Moraes Arantes;

— Instituigdo onde sera realizado o estudo: Instituto de Patologia Tropical e Salde
Puablica (IPTSP/ /UFG)

— Data de apresentagdo ao CEP/UFG: 21/12/11

— Area Temdtica: Grupo III

I — Projeto de pesquisa

Trata-se do Relatério Parcial sobre calicivirus (norovirus e sapovirus) que sdo
importantes agentes etioldgicos da gastroenterite aguda epidémica ndo bacteriana,
causando surtos em diferentes grupos populacionais e em diversas partes do mundo, o
qual tem como objetivo avaliar a ocorréncia de norovirus (NoV) e sapovirus (SaV) em

pacientes que foram submetidos a Transplante Alogénico de Células Progenitoras
Hematopoiéticas.

[T — Parecer do CEP

Protocolo: Aprovado o relatério Parcial que traz informagdes pertinentes ao
encaminhamento da pesquisa. Solicitam a inclusio da detec¢do de outros virus: o
citomegalovirus e o adenovirus que seguird a mesma metodologia descrita no protocolo
inicial. Solicitam, também, a prorrogagdo para margo de 2014, devido ao baixo niimero
de participantes do estudo. Em raz@o do pequeno niimero de participantes no estudo, até
0 momento os dados obtidos nio foram divulgados.

IV — Data da reunifo: 20/05/2013

C

,,»'mﬁo BatisI; de Souza
Coordenador do Comité de Etica em PésSquiisa/CEP?

~—Comité de Etica em Pesquisa/CEP
Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Gradua¢ao/PRPPG-UFG, Caixa Postal: 131, Prédio da Reitoria. Piso 1.
Campus Samambaia (Campus II) - CEP:74001-970. Goiania — Goids. Fone: (55-62) 3521-1215.
Email: cep.prppg.ufg@gmail.com
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Anexo 4. Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da UFG, referente ao segundo
pedido de emenda ao projeto inicial.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS _ ‘.‘o
PRO-REITORIA DE PESQUISA E INOVACAO @
COMITE DE ETICA EM PESQUISA UFG

Goiania, 19 de dezembro de 2014.

PARECER CONSUBSTANCIADO REFERENTE AO RELATORIO PARCIAL E
PEDIDO DE EMENDA DE PROJETO DE PESQUISA PROTOCOLADO
Protocolo n® 429/11

I - Identificagio:

1. Titulo do Projeto: Estudo prospectivo de infecgio por calicivirus (norovirus e sapovirus)
em pacientes submetidos a transplante alogénico de células progenitoras hematopoiéticas
2. Pesquisadora Responsdvel: Menira Borges de Lima Dias ¢ Souza
3. Pesquisadores Participantes: Divina das Dores de Paula Cardoso;

Fabiola Souza Fiaccadori;

Luciana Gongalves Nepomuceno Lemes;

Denisy Marques Medanha;

Hugo César Pereira Santos;

Adriano de Moraes Arantes;

Thais dos Santos Corréa.
4. Unidade/Orgao Responsdvel: Instituto de Patologia Tropical e Satde Piblica/IPTSP-UFG
5. Data de apresentagéo ao CEP/UFG: 11/12/2011
6. Data de Aprovagdo: 19/03/2012
7. Data de Apresentac¢do do Primeiro Relatério Parcial e Pedido de Emenda:19/04/2013
8. Data de Apresentagdo do Segundo Relatério Parcial e Pedido de Emenda:18/12/2014

II - Projeto de pesquisa

Trata-se do Relatdrio Parcial e Pedido de Emenda do projeto de pesquisa que
inicialmente se prop6s a avaliar a ocorréncia de norovirus (NoV) e sapovirus (SaV) em
pacientes que foram submetidos a TACPH, de modo a se investigar a ocorréncia de
viremia por estes virus em pacientes imunodeprimidos que foram submetidos a
transplante renal ou transplante alogénico de células progenitoras hematopoiéticas
(TACPH). Pretender-se, ainda, avaliar a susceptibilidade/resisténcia a infec¢do por estes
agentes em relacio ao seu grupo sanguineo e fendtipo Lewis e secretor, a fim de fornecer
subsidios que possam auxiliar na inclusdo de um teste diagnostico sensivel e especifico
para o diagnostico diferencial nos casos de suspeita de doenga do enxerto contra o
hospedeiro. No entanto, em 19 de abril de 2013 foi apresentado e aprovado no CEP-UFG
um pedido de emenda da pesquisadora responsavel, o qual solicitou a inclusio da
detecgdo de outros virus (Citomegalovirus e Adenovirus), seguindo a mesma metodologia
molecular utilizada para os demais causadores de infecgdes e complicagbes em pacientes
transplantados. Foi também solicitada a prorrogagéo do cronograma do projeto com vistas
ao encerramento do estudo em margo de 2014, pedido este também aprovado. No que diz

Comité de Etica em Pesquisa/CEP
Pro-Reitoria de Pesquisa e Inovagao/PRPI-UFG, Caixa Postal: 131, Prédio da Reitoria, Piso 1, Campus
Samambaia (Campus I1) - CEP:74001-970, Goiania — Goi4s. Fone: (55-62) 3521-1215.
Email: cep.prppg.ufg@gmail.com
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respeito ao segundo pedido de emenda apresentado pela pesquisadora responsavel, ¢
importante destacar que o mesmo requer a aprovagiio de quatro emendas especificas,
quais sejam: 1) a inclus@io de um objetivo especifico (detecg@o e kcaracterizac;ﬁo de
bocavirus humanos) para o qual serd utilizada a mesma metodologia, somente novos pares
de iniciadores serdo utilizados para testar a amostra; 2) a inclus@o de dois pares de
iniciadores na metodologia para realizagdo do PCR; 3) a inclusio de um membro
participante — a aluna de PIBIC Thais Dos Santos Corréa; 4) nova prorrogagdo da vigéncia
do cronograma do projeto para encerramento do estudo em 31 de dezembro de 2016. A
pesquisadora responsavel pelo projeto argumento, para solicitagdo de tais emendas, que
sua solicitac@io é imprescindivel para que o projeto continue vigente para a finalizag@o da
coleta de amostras e andlises, bem como para que possam ser solicitados alunos de
Iniciagdo Cientifica para o proximo ano. Ademais, existe a necessidade de prestacdo de
contas a Agéncias de Fomento, porque o projeto foi contemplado nas chamadas do
PPSUS/FAPEG(R$ 52.087.20) e Universal 2014/CNPq (R$ 30.000,00) e, portanto, estes
fatos por si sfo autoexplicativos para evidenciar a caréncia em dar andamento e
encerramento ao projeto em uma data futura. Foram apresentadas, ainda, esclarecimentos
com relagdo a produgdo de material cientifico e sobre as publicagdes dos resultados
parciais alcangados pelo projeto em eventos cientificos e em uma dissertagéo.

11I- Parecer do CEP

Protocolo: Aprovado o Relatério Parcial e Pedido de Emenda que traz informagdes
pertinentes ao encaminhamento da pesquisa. O cronograma do projeto inicial foi prorrogado
até 31 de dezembro de 2016 ¢ a aluna PIBIC Thais Dos Santos Corréa foi incluida no projeto
como pesquisadora participante. Os demais pedidos de emenda supracitados também foram
acatados. Reiteramos a importancia deste Parecer, e lembramos ao pesquisador responsavel
que devera encaminhar ao CEP-UFG o Relatério Final da pesquisa, com conclusdes e
publicacdes, de acordo com as recomendagdes da Resolugdo CNS n°®. 466/12.

VI — Data da reunifio: 19/12/2014

— ) A /"FG = >
% Batista de Souza

Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa/CEP

Profa. Dra. Sheila Araijo Teles
Coordenadora Geral de Pesquisa/UFG
Mat. SIAPE 0300203

Caomité de Etica em Pesquisa/CEP
Pré-Reitoria de Pesquisa ¢ Inovag@o/PRPI-UFG, Caixa Postal: 131, Prédio da Reitoria, Piso 1, Campus
Samambaia (Campus II) - CEP:74001-970, Goiania — Goids, Fone: (55-62) 3521-1215.
‘Email: cep.prppg.ufg@gmail.com
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~ ATA DA REUNIAO DA BANCA EXAMINADORA DA DEFESA DE DISSERTACAODB
FRANCIELLY PINHEIRO DA SILVA BORGES - Aos quinze dias do més de abril do ano de 6
:’J('LSIMMIG), is 09:00 horas, reumiram-se os componentes da Banca Examinadora; Profas. Dras. MENI;RA
| BORGES DE LIMA DIAS E SOUZA, MEGMAR APARECIDA DOS SANTOS CARNEIRO e VERA
. APARECIDA SADDI, para, sob a presidéncia da primcie, ¢ em sessio publica realizada no INSTITUT O DE
~ PATOLOGIA TROPICAL E SAUDE PUBLICA, procederem i avaliagio da defesa de dissertagio inutulada:
SCITOMEGALOVIRUS EM PACIENTES SUBMETIDOS A TRANSPLANTE DE CELULAS
PROGENITORAS HEMATOPOIETICAS”, ¢m nivel de MESTRADO, de autona de FRANCIELLY
PINHEIRO DA SILVA BORGES, discente do PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA DA
REU\CAO PARASITOHOSPEDEIRQ, da Universidade Federal de Goids, A sessio fol aberta pela Orientadors,
Profa. Dea. MENIRA BORGES DE LIMA DIAS E SOUZA, que fez a apresentagio formal dos membros da
Banca ¢ osentou 3 Candidan sobre como utlizar o tempo durante a apresentagio de seu trabalho. A palavea 2
seguir, fod concedida a0 autor da dissertagio que, em 30 munutos procedeu @ apresentagio de sen trabalho,
Terminada a apresentacio, cada membro da Banca arguiu o Candidata, tendo-se adotado o sistema de diﬂogo
sequencial Terminads 3 fase de arguigio, proceden-se  avaliagio da defesa. Tendo-se em vista o que consta fia
Resolucio 0°. 1271/2014 do Consclho de Ensino, Pesquisa, Extensio e Cultura (CEPEC), que regulamenta o
Programa de P'és-Graduagio em Biologia da Relagio Parasito-Hospedeiro a Banca, em sessio secreta, EXpressou

seu julgzmento, considerando a candidata Aprovada ou Reprovada:

=y

Banca Examinadora Aprovada / Reprovada

Profs. Dra. Memira Borges de Lima Dias ¢ Souza ZE ?amgg

Profs. Dra. Megmar Apareada dos Santos Cameiro A(‘WW\\OA‘»L@
Abeounna

Profa. Drx. Vera Apareada Saddi

Em face do resultado obndo, a Banca Examunadora considerou a candidata S
{(Habilitada ou ndo Habilitada), cumpnndo todos os requisitos para fins de obtengio do titulo de MESTRE EN
BIOLOGIA DA RELACAO PARASITO-HOSPEDEIRO, pela Universidade Federal de Gonds. Cuampndas as:
formalidades de pauta, 35 \\_h 1 () min, 2 presidéncia da mesa encerrou esta sessio de detesa de disserragio ¢ pamt
constar eu, KARINY VIEIRA SOARES E SILVA, secretina do Programa de Pos-Graduagio em Biologia da
Relagio Parasito-Hospedeiro, lavrei a presente Ata que depois de lida e aprovada, seci assinada pelos membros da

Banca Examinadors e por mum em duas vias de igual teor,

A Banca Examinadors aprovou a seguinte alteragio no titdo da Disse

‘l

S—

Profa. Dra. Menira Borges de Lima Dias ¢ Souza (IPTSP/UFG)
Profa. Dea. Megmar Aparecida dos Santos Cametro (IPTSP/UFG)
Peofa. Dra. Vera Aparecida Saddi (PUC/GO)

Secretinio da Pés-Graduagio:




