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RESUMO




Objetivo: Analisar a influéncia da ocorréncia de co-infeccio pelo HCMV e HHV6 em
receptores de transplante renal. Metodologia: Andlise retrospectiva de 25 receptores de
transplante renal. Os critérios de inclusdo foram pacientes com PCR para HCMV negativa
por ocasido do transplante e que tornaram-se positivas na evolugdo
(média 44 + 30 dias p6s tx). Foram selecionadas 3 amostras de DNA destes individuos
(imediatamente pés tx, primeira amostra positiva e uma terceira amostra, em média 30 dias
ap6s a amostra positiva), onde foi realizada pesquisa de particulas virais de HHV6, através
de “Nested”- PCR. Resultados: Por ocasido do transplante (primeira amostra), HHV6
estava presente em 9/30 pacientes (30%), sendo que 11 pacientes apresentaram positivagao
do HHV6 PCR, persistente ou ndo. Considerando que alguns autores sugerem que HHV6
ou HHV7 podem agravar o quadro clinico do HCMV, a apresentacado clinica da infec¢ao
foi avaliada nestes individuos. Presenca de viremia por HCMV sem sintomatologia clinica
ocorreu em 9 individuos, leucopenia isolada em 8 e infeccdo ativa com antigenemia
positiva e necessidade de tratamento com Ganciclovir IV em 8. Ndo houve diferenca na
incidéncia de HCMV assintomdtico ou manifesto apenas através de leucopenia entre os
grupos HHV6 positivo e negativo. Entretanto, HCMV com sintomatologia sistémica,
antigenemia positiva e necessidade de tratamento ocorreu apenas nos pacientes que também
apresentavam HHV6 positivo (8/20). Nao foram observadas diferencas estatisticamente
significantes nos niveis séricos de creatinina por ocasido da deteccdo de viremia pelo
HCMV. Entretanto, ao final de 1 ano de acompanhamento houve uma tendéncia a pior
funcdo renal no grupo com HHV6+/HCMV+ que naquele HHV6-/HCMV+ , diferenca esta
que se confirmou apds 60 meses de acompanhamento (2.5 + 0.4 vs. 1.3 £ 0.1 mg/d, HHV6+
vs HHV6 -, p<0.05). Quando os grupos foram divididos de acordo com a necessidade de
tratamento para HCMV, ndo observamos diferenca estatistica nos niveis séricos de
creatinina destes individuos. Conclusdao: Apesar do pequeno nudmero de pacientes
avaliados, a ocorréncia de co-infecgdo HHV6 e HCMV esteve associada a uma maior
sintomatologia clinica e necessidade de tratamento com Ganciclovir IV. A pior fun¢do
renal observada no grupo HCMV/HHV6 ao final de 5 anos de acompanhamento pode ser
atribuida a maior severidade da infec¢do viral mas também 4 reducdo tempordria de

imunossupressores pela leucopenia, permitindo a ocorréncia de rejei¢des subclinicas.
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ABSTRACT




Aim: To analyze the influence of HCMV - HHV6 co-infection in renal transplant
recipients. Material and Methods: Retrospective analysis of 25 renal transplant recipients.
Inclusion criteria were negative HCMV -PCR at transplantation, that become positive
during follow up (mean time, 44 + 30 days after renal trasnplant). Three samples of DNA
from each patient were selected (first post transplant sample, first positive HCMV positive
sample and a third one, about 30 days after the positive sample). Viral HHV6 DNA was
evaluated by Nested PCR analysis. Results: At transplant (first sample) HHV6 DNA was
present in 9/30 patients (30%). During follow up, 11 patients presented at least one positive
sample for HHV6 PCR, persistent or not. Based on the fact that some reports suggests that
both HHV6 and HHV7 can agravate clinical presentation of HCMV infection, medical
records from these patients were analyzed. HCMV viremia withouf symptons occurred in 9
patients, isolated leukopenia in 8 and simptomatic disease with positive antigenemia and
need of antiviral treatmentin another 8 patients. There was no difference in the frequence of
assymptomatic HCMV or isolated leukopenia between HHV6 positive and negative
groups.. However, systemic HCMV with positive antigenemia and IV gancyclovir therapy
was observed only in the HHV6 positive group (8/20). No differences in renal function
were observed during viremia presentation. However, after 1 year follow up there was a
trend to a worse renal function in the HHV6+/HCMV+ group. This worse renal function
was confirmed after 60 months follow up, with significant higher creatinine levels in the
HHV6 positive group (2.5 £ 0.4 vs. 1.3 £ 0.1 mg/d, HHV6+ vs HHV6 -, p<0.05When
patients were analyzed according to clinical presentation of HCMV/HHV6 viremia, no
difference was observed in serum creatinine between non treated and treated patients. In
conclusion, despite the low number of patients in this series, co infection HHV6/ HCMV
was associated with more clinical symptons, and higher need for anti viral treatment The
worse renal function observed in the HCMV/HHV6 group after 5 years of follow up can be
secondary to the more severe HCMV infection, as well as to the temporary adjustment of
immunossuppressive treatement, that can be associated to subclinical acute rejection

episodes.

Abstract
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Infec¢dao € uma das principais causas de morbi-mortalidade apds o transplante
renal, sendo responsavel por cerca de 20% da mortalidade total [FISHMAN et al, 1998].
Infeccdes por herpes virus sdo a causa mais freqiiente de infecgbes virais em
transplantados, incluindo o citomegalovirus (HCMV, HHVS), Epstein Barr virus (HHV4),
herpes simplex virus (HHV1 e HHV?2) e varicela zoster (HHV3). Outras infec¢des virais,
como as hepatites B e C, infec¢des por poliomavirus (cepas JC e BK), adenovirus e
papilomavirus também sdo freqiientes nestas populacdes [FISHMAN et al, 1998; COLVIN
et al, 2001; SMITH et al, 2001]. Com o desenvolvimento de imunossupressores mais
potentes, passaram a ocorrer relatos de infec¢des virais com maior severidade e maior taxa

de recorréncia [SMITH et al, 2001; SMACK & GREGOR et al, 2003].

Ha trés formas de infec¢do viral em receptores de transplantes de Orgdos:

infec¢do primdria, reativagdo e reinfec¢do viral.

o Infeccdo primdria: doadores soropositivos transmitem o virus para
receptores soronegativos, que manifestam a infeccao apds o transplante, em

geral com manifestacao sistémica.

« Reativagdo da infeccdo: reativacdo do virus latente endégeno, em receptores

soropositivos, desencadeada pela imunossupressao.

« Reinfeccao: forma de infec¢do na qual o doador € soropositivo e ocorre
contaminacdo por uma cepa viral diferente, transmitida pelo doador

soropositivo. Com a imunossupressao esta nova cepa viral € ativada.

Dentre as infeccodes virais, o citomegalovirus € o patégeno mais freqiiente em
transplantados renais. Entretanto, outros beta herpes virus, como o herpes virus humano

tipo 6 e 7, sdo menos estudados nesta populagdo.

Introdugdo
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1.1 - Historico

1.1.1 - Citomegalovirus Humano (HCMV, HHVYS)

O primeiro relato da existéncia de inclusdes citomegdlicas ocorreu em 1904,
quando Ribbert, a partir dos rins retirados de uma criancga natimorta com sifilis congénita,
observou a presenca de células contendo inclusdes intra-nucleares. Posteriormente, Tyzzer
(1906) descreveu o mesmo tipo de inclusdes celulares em bidpsias de lesOes cutineas
causadas por varicela. Nesse periodo houve divergéncias quanto a origem destas formacdes

celulares incomuns [MURRAY, 1997].

Goodpasture e Talbot, em 1921, descreveram a presenca de células
citomegdlicas em glandulas submaxilares de criangas com infec¢des diversas, e sugeriram
que estas células poderiam ser de origem epitelial, e ndo causadas por protozodrios, como
havia sido sugerido anteriormente por Smith & Weidman (1914). Lipschutz, em 1921
suspeitou que a citomegalia seria de etiologia viral, dada a semelhanca das alteracdes
histolégicas com outras viroses, sendo ele o responsavel pela designacao do termo Doencga

de Inclusdo Citomegalica (DIC) [ALFORD & BRITT, 1990].

A primeira evidéncia experimental para dar suporte a etiologia da Doenca de
Inclusdo Citomegélica ocorreu quando Cole e Kutner, em 1926, demonstraram a presenca
do virus em células de glandulas submaxilares de cobaias jovens, que adquiriram a infec¢ao
apos terem recebido uma inoculacio de glandulas salivares. Estes pesquisadores sugeriram
que o agente infeccioso pertencia ao grupo dos virus filtraveis, jd que o material do in6culo

havia sido filtrado, e era espécie-especificos [PLACHTER et al, 1996].

Em 1954, Smith conseguiu isolar o virus a partir de culturas de tecidos, usando
a infeccdo de glandula salivar de camundongo como modelo experimental. Em 1956/57, o
Citomegalovirus humano foi isolado quase que simultaneamente por trés pesquisadores:
Smith em St. Louis, Rowe em Bethesda e Weller em Boston, todos eles utilizando técnicas
de cultura celular em amostras de urina e tecido de criangas com provavel infec¢do causada

pelo virus [COSTA, 1999].
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O nome definitivo “Citomegalovirus” foi proposto, em substituicdo aos termos
Doenga de Inclusdo Citomegalica e Virus de glandulas salivares, por Weller em 1970, que

listou trés critérios para a identificacdo do citomegalovirus:
a.) Tendéncia em causar infeccao em glandula salivar;

b.) Crescimento lento, somente em linhagens celulares derivadas de seus

hospedeiros naturais e
c.) Formacdo de inclusdes citoplasmadticas, além das inclusdes nucleares

A partir destes estudos, uma linhagem do Citomegalovirus humano
(HCMV-cepa AD169), foi adaptada em laboratério por Tamashiro et al. (1982), que
realizou sua replicagdo em culturas de fibroblastos humanos e caraterizou a infeccao pela
presenca de lesdes focais constituidas por células gigantes, contendo inclusdes
intranucleares 1idénticas aquelas observadas nos materiais precedentes de pacientes

[ALFORD & BRITT, 1990].

Tendo como base critérios morfolégicos e bioquimicos, o HCMV foi
classificado como um herpesvirus. Em 1973, o grupo de Estudos dos Herpesvirus do
Comité Internacional para a Nomenclatura dos Virus recomendou que fosse dado um
nimero ardbico a todos os herpesvirus, e 0o HCMV ficou classificado como Herpesvirus

Humano 5 (HHVS5). Em 1979, o mesmo Comité reabilitou o nome Citomegalovirus.

A familia Herpesviridae foi dividida em trés sub-familias: Alphaherpesvirinae
(herpes simplex tipo 1 e 2, herpes zoster (HHV3)), Bethaherpesvirinae
(Citomegalovirus, herpes virus humano 6 e 7) e Gammaherpesvirinae

(Epstein Barr e Herpesvirus Humano 8) [BROWN & ABERNATHY, 1998; HO, 1991].
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Tabela 1 - Sub-familias dos Herpesvirus

Sub-Familias

Alpha herpesvirinae Herpes simples tipo 1 (HHV 1)
Herpes simples tipo 2 (HHV2)
Herpes Zoster (HHV3)
Betha herpesvirinae Citomegalovirus (HHV 5)
Herpes virus humano tipo 6 (HHV6)
Herpes virus humano tipo 7 (HHV7)
Gamma herpesvirinae Epstein Barr (HHV 4)

Herpes virus humano tipo 8 (HHVS)

1.1.2 - Herpes Virus Humano tipo 6 (HHV6)

Em 1910, Zahorsky descreveu a apresentacdo clinica definitiva do exantema
subito, mas ainda ndo se conhecia o agente causador da doenca. Somente em 1941, em um
estudo prospectivo de pacientes com exantema subito, foi levantada a hipdtese de que

poderia ser um virus o agente causador da doenca [BREESE, 1941].

Em 1986 o HHV6 foi isolado pela primeira vez a partir de células
mononucleares do sangue periférico de adultos com desordens linfoproliferativas, sendo
inicialmente chamado de Virus Humano Linfotréfico B (HBLV)
[SALAHUDDIN et al, 1986]. Apds andlise de microscopia eletronica e do genoma do
HBLV, em 1987, chegou-se a conclusdao que este agente pertencia a familia dos
Herpervirus, passando a ser denominado de Herpes Virus Humano Tipo 6 (HHV6)

[ABLASHI et al, 1987].

Somente em 1988, Yamanishi et al. isolaram o HHV6 a partir de cultura de
células de sangue periférico de criancas com Exantema Subito, e identificaram o virus

como o agente causador desta doenca.
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Ablashi et al, em 1993 reconheceram oficialmente duas variantes do HHV6: a
variante HHV6-A e HHV6-B, que apresentam caracteristicas bioldgicas, imunoldgicas,
epidemioldgicas e moleculares bem distintas. O genoma completo das duas variantes s6 foi
determinado em 1995 para a variante A [GOMPLES et al, 1995] e em 1999 para a variante
B [DOMINGUES et al, 1999; ISEGAWA et al, 1999].

1.2 - Caracteristicas Bioldgicas dos Herpesvirus

O HHV6 e 0o HCMV sio virus de DNA dupla fita, sendo que o HCMV também
possui RNA. O virion do HCMV e do HHV6, assim como o de todos os Herpesvirus,
apresenta 4 elementos estruturais principais [BRENNAN, 2001]:

(1) Um nucleocapsideo icosaédrico com aproximadamente 100 nm de didmetro

e contendo 162 capsdmeros protéicos,
(2) Uma estrutura proteica eletrodensa contendo o DNA viral, fechada em

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

e proteina integral e

(4) Um tegumento entre o nucleocapsideo e o envelope (figura 1)
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Glicoproteinas

Envelope (3)

Tegumento (4)

Nucleocapsideo (1)

DNA gendmico (2)

Adaptado de Brenan et al, 2001.

Figura 1 - Esquema do citomegalovirus (HCMV).

1.2.1 - Citomegalovirus (HCMV)

O virion completo do HCMV mede entre 180 e 250nm de diametro; possui
DNA de dupla hélice com 240 kb [STINSK, 1990; BRENNAN, 2001]. O genoma ¢é
extremamente grande, com comprimento estimado de 65-68 nm, e pode ser dividido em
dois segmentos, denominados componente longo (L) e curto (S), com possibilidade de
sofrerem inversdo durante a replicacdo. Os segmentos estdo delimitados por seqiiéncias
repetitivas terminais (TR). A junc¢do entre os componentes L e S é composta de seqii€ncias
repetitivas internas (IR) e sdo designadas IR-L e IR-S, quando ligadas aos componentes L e
S respectivamente. A seqiiéncia entre as regides repetidas sdo unicas (U) e denominadas
como U-L e U-S. O HCMV tem maior complexidade gendmica do que outros herpesvirus,
devido a ocorréncia de varias aquisi¢des e duplicacdes génicas. Apesar da complexidade do

genoma, os bethaherpesvirus mostram dependéncia pelas células hospedeiras

[STINSK, 1990].
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1.2.2-HHV6

O genoma do HHV6 contém 160-162 kb, com uma regido central tnica (U) de
143-144 kb, contendo estruturas de leitura aberta (ORFs) U1-100. O genoma contém 7
regides de genes conservados em todos os herpesvirus, um grupo de genes descobertos
somente nos [-herpesvirus e genes especificos para o género Roseolavirus
[CLARK, 2000]. Estima-se que o HHV6 possui mais de 100 genes que codificam proteinas
[YAMANISHI, 2000].

A transcricdo de genes € semelhante ao padrdo das herpesviroses, com proteinas
expressas imediatamente precoces (IE), precoces (E) e tardias (L) [MIRANDOLA et al,
1998; DOCKRELL, 2003]. O gene U39 estd envolvido na replicacdo do virus e os genes
U39 e U48 contribuem para fusdo virus-célula, através da sintese das glicoproteinas de
superficie gB e gH. A gB do HHV6 tem 39% de similaridade com a gB do HCMYV,
sugerindo uma reatividade imunoldgica cruzada entre a gB do HHV6 e a gB do HCMV

[DOCKRELL, 2003].

O HHV6 possui duas variantes; variante A e B. Apesar das duas variantes
possuirem 90% de similaridade em suas seqiiéncias de nucleotideos, elas apresentam
caracteristicas bioldgicas, genéticas e imunoldgicas distintas

[ABLASHI et al, 1993; DOCKRELL, 2003].

1.3 - Patogénese
1.3.1 - HCMV

O HCMV pode penetrar em uma variedade de células sem que ocorra a
replicacdo [STINSK, 1990; PLACHTER et al, 1996]. O HCMV compartilha com outros
herpesvirus a capacidade de permanecer latente no hospedeiro, disseminar-se célula a
célula em presenca de anticorpos circulantes, reativar-se em condi¢des de imunossupressao

e induzir imunossupressao transitdria ao receptor [DRAGO et al, 2000].

Para iniciar a infeccdo da célula, € necessario que o HCMV seja absorvido
pelos receptores de superficie celular da célula hospedeira e haja fusdo do envelope viral

com a lamela externa da membrana citoplasmatica, ou via fagdcito. Particulas infecciosas
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sao detectdveis por microscopio eletronico no intervalo de 1 a vdrios dias apds a
inoculacdo. Além disto, tanto o DNA viral como proteinas podem ser detectados na célula
infectada antes da replicacdo viral estar completa. As particulas virais sdo produzidas e
reunidas no nucleo e atingem um envelope através da membrana nuclear interna para serem
transportadas através da rede do complexo de Golgi, tornando-se patogénicas a partir da
clivagem proteolitica do sitio da furina, para formar a glicoproteina B (gB). A furina foi a
primeira pro-proteina convertase a ser identificada, estd localizada principalmente na rede
trans-Golgi e, € capaz de clivar precursores de uma grande variedade de proteinas,
incluindo fatores de crescimento, sistema complemento, receptores, exotoxinas bacterianas
e glicoproteinas do envelope [BROWN & ABERNATHY, 1998]. A gB € o produto do
gene ULSS5 e é a glicoproteina predominante no envelope do HCMV. No processo de
formacdo do envelope, ocorre a projecdo de glicoproteinas virais que constituirdo sitios
antigénicos para anticorpos neutralizantes, e serdo responsaveis pelo estimulo da imunidade

humoral e celular do hospedeiro [HO, 1991].

Quando o HCMV entra na célula hospedeira, a imunidade de células T tentam
controlar a replicacdo e, linfocitos T citotoxicos, células T CD4 helper especificas e NK sdo
responsaveis por controlar a infeccdo [WALTER et al, 1995] . Um complexo e ainda ndo
totalmente elucidado sistema de citocinas, quimiocinas ¢ moléculas de adesdo também
intervém, sugerindo que, a baixa concentracdo de proteina inflamatéria macrofagos 1-a
(MIP-1a) e a alta concentragdo de interleucina 8 (IL-8) estdo associados ao
desenvolvimento de doenca pelo HCMV [NORDOY et al, 1999]. A possivel importancia
fisiopatoldgica dessas descobertas ainda ndo sdo claras, visto que a MIP-1a € quimiotatica
para mondcitos, linfécitos e NK, enquanto que a IL-8 atrai primariamente neutréfilos, além
de poder ter um papel atenuante da defesa antiviral, pela reducdo de interferon
[FIEZTE et al, 1994]. O papel de outras citocinas anti-inflamatdrias, como interleucina 10
(IL-10) e a pré-inflamatoria, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), no desenvolvimento de

doenca por HCMV ainda nio foi definitivamente elucidado [NORDOQY et al, 2000].

A infeccdo por HCMV aumenta a expressdo de antigenos MHC na superficie
das células do enxerto através da indugdo de liberagdo de mediadores como interferon,
podendo ativar células T citotéxicas que seriam o "gatilho" para rejei¢do aguda, em

associacao com estimulacao de aloantigenos concorrentes [CAINELLI & VENTO, 2002].
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1.3.2- HHV6

A replicagdo do HHV6 ocorre, in vivo, em linfécitos T-CD4, e as variantes
HHV6-A e HHV6-B diferem na habilidade de se replicar em linfécitos T especificos. O
virus tem tropismo também por células T-CDS8, Natural Killer (NK) e células T
(gama e delta), podendo também infectar macréfagos, astrocitos e fibroblastos

[ABLASHI et al, 1987].

O HHV6 bloqueia a diferenciacdo de macréfagos dos progenitores de medula
Ossea e diminuem, in vitro, a formagdo de colOnias de granuldcitos/macréfagos e
progenitores eritroides [ASADA et al, 1999]. Ambas as variantes infectam astrdcitos fetais
primdrios in vitro [HE et al, 1996]. O CD46 foi identificado, por Santoro et al. (1999),
como o receptor celular para o HHV6. O CD46 ¢ uma glicoproteina tipo 1, membro da
familia de reguladores da ativacdo do complemento. Algumas linhagens de células T,
apesar de expressarem CD46, sdo incapazes de ajudar na replicacio do HHV6-A, sugerindo

existéncia de um co-fator [SANTORO et al, 1999].

O mecanismo patogénico do HHV6 é pouco explorado [GENTILE, 2000].
Sabe-se que infectam células mononucleares e, o aumento de sua replicacdo induz o
aumento da producgdo de interferon alfa (INF-o) [KIKUTA et al, 1990], interleucina-1B
(IL-1B) e TNF-a [FLAMAND et al, 1991]. Em adi¢do, infeccdo por HHV6 em células
mononucleares de sangue periférico resulta em supressio da fung¢do de linfécito T,

demonstrado pela reducdo da sintese de Interleucina 2 (IL-2) e de proliferagdo celular

[FLAMAND et al, 1995].

O HHV6 induz um sinal de efeito citopdtico em células T
(CD4 e CDS8, e células T gama e delta) e células NK [LUSSO & GALLO, 1995] sugerindo
que isto possa causar imunossupressdo pela infectividade, destruindo células T ou seus
precursores. Recentemente, o HHV6 tem sido associado com imunodeficiéncia severa e
progressiva em HIV [KNOX et al, 1995], além de um potencial co-fator na progressdao da

AIDS [LUSSO & GALLO, 1995].
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1.4 - Epidemiologia e Transmissao
1.4.1 - HCMV

A infeccdo pelo HCMYV ¢ freqiiente na maioria da populacgdo, infectando 0,5 a
1% de todos os recém-nascidos e cerca de 50% da populagdo adulta de paises
desenvolvidos. Estudos soro-epidemioldgicos demonstraram que a infeccdo ocorre
praticamente em todas as regides do mundo e, a prevaléncia de anticorpos aumenta com a
idade, atingindo niveis maximos apds 25 anos. Estudos correlacionando idade e prevaléncia
da infecc@o sugerem aumento da infec¢do no periodo peri-natal e na maturidade sexual

[HO et al., 1990].

Estes estudos também sugerem uma relagdo entre a prevaléncia de anticorpos
numa determinada  populagdo adulta e seu nivel sOcio-econdmico

[MUSTAFA, 1994; BROWN & ABERNATH, 1998].

O indice endémico da infec¢do pelo HCMV varia conforme a regido geografica,
sendo ao redor de 50% na América do Norte e Europa (variacao de 40 a 80%), enquanto
que no Japdo e em alguns paises da América do Sul ou Africa estes indices estdo préximos
de 100% [HO, 1991]. No Brasil, a soroprevaléncia atinge mais de 90% na populacdo adulta
[SUASSUNA, LEITE & VILELA, 1995; CAMARGO et al., 1996; COSTA et al., 1999;
AQUINO & FIGUEIREDO, 2001].

Apesar da alta prevaléncia, o risco de aumento de infec¢do pelo HCMV ocorre
em presenca de quadros de imunossupressao, como por exemplo no transplante de 6rgaos.

O HCMV pode ser transmitido por varias vias, entre as quais se destacam:

(a) Transfusional, através de sangue ou seus derivados, na maioria dos casos

assintomaticos (90%) [BOWDEN, 1991]
(b) Via materno fetal

a) transmissdo transplacentdria, geralmente em mulheres com

primoinfeccao durante a gestacdo (sintomatica de 8-10% das criancgas)
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b) transmissdo pelo canal do parto, que ocorre em gestantes soropositivas

para HCMV e raramente € sintomdtica

c) transmissdo poOs parto: 27% das mulheres soropositivas para HCMV
excretam o virus no leite materno, porém nem todos os recém-nascidos

apresentam manifestagdes clinicas [MAYA & AZULAY, 2000]

(c) Via contacto sexual, ja que tanto o cérvix uterino quanto o s€men humano

sdo reservatérios do virus [ BRUGEMMAN, 1993]

(d) Via ¢6rgdo transplantado, onde o virus geralmente encontra-se em fase de

laténcia no 6rgdo transplantado.

Nos receptores de transplantes de oOrgdos, a infeccdo pelo HCMV pode

apresentar-se sob trés formas distintas [HO et al, 1975]

(a) Infeccdo primdria: doadores soropositivos transmitem o HCMV para
receptores soronegativos, que manifestam a infeccdo apds o transplante,

geralmente com comprometimento sistémico.

(b)Reativacdo da infecgdo: reativagdo do virus latente endégeno, em receptores

soropositivos, desencadeada pela imunossupressao.

(c) Reinfecgdo: forma de infeccdo por HCMV na qual receptor é soropositivo, e
ocorre contaminacao por uma cepa viral diferente, transmitida pelo doador,
também soropositivo. Com a imunossupressdo esta nova cepa viral é

ativada. [SCHIMIDT et al, 1996].

A incidéncia de doenga sintomética € diferente para as trés formas de infeccao
por HCMV, sendo mais freqiiente nas infec¢des primarias (cerca de 40% a 60% dos casos),

seguida pela re-infeccdo (40% dos casos) e rara nas reativagdes (20% dos casos)

[HIBBERD et al, 1995; COSTA, 1999].
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1.4.2-HHVG6

A infec¢do por HHV6 € onipresente nos primeiros 2 anos de vida. A incidéncia
de "pico" de infeccio varia de 6-9 meses [CASERTA et al, 2001]. Estudos
soroepidemioldgicos sugerem que mais de 90% dos adultos sdo soropositivos para a
infeccao pelo HHV6 [SAXINGER et al., 1988; LEVY et al., 1990]. A infeccao ocorre em
todo mundo, sem restricao geografica [OKUNO et al., 1989; KRUEGER et al., 1998]. Pode
ocorrer queda dos titulos de IgG com o passar dos anos, gerando a falsa impressdo de
infec¢do primaria em grupos de idosos [BROW et al, 1988]. Estudos de soroprevaléncia

proporcionam poucos dados de infeccao variante especifica [DOCKREL, 2003].

N3ao se sabe ao certo o modo de transmissdo, mas o HHV6 estd presente tanto
na saliva como nas células epiteliais de cavidade oral, sugerindo que a secrecdao oral
contribui para a transmissdo, especialmente do sub grupo HHV6-B
[LEVY et al, 1990; CLARK, 2000]. A anélise de cepas de HHV6 isolado de maes e filhos

sugerem que este tipo de transmissdo possa ocorrer [VAN LOON et al, 1995].

Evidéncias sugerem que possa ocorrer transmissao do HHV6 através do doador.
Um estudo realizado no Japao [YOSHIDA et al., 1992] documentou a transmissao do virus
através do o6rgdo transplantado. A laténcia in vivo no rim também pode acontecer
[SINGH & CARRIGAN, 1996]. Outras vias de contaminacdo ainda ndo apresentam
evidéncias convincentes [DOCKREL, 2003].

A reativacio do HHV6 tem sido descrita em presenca de estados de
imunossupressao, como apds transplante de 6rgaos e em individuos com AIDS. Parece
também estar associada a ocorréncia de esclerose multipla, sindrome da fadiga cronica e
hipersensibilidade a medicamentos [YAMANISHI, 2000], além de apresentar
manifestagdes clinicas em pacientes com desordens neoplasicas e doengas do coldgeno

[BRAUN et al, 1997].

A incidéncia de infeccao HHV6 pods-transplante varia de acordo com o tipo de
transplante, sendo mais freqiiente em receptores de medula 6ssea (48%, variagdo de 28 a
75%), e incidindo em cerca de 32% (0-82%) dos receptores de Orgaos soélidos

[DOCKREL et al, 2001].
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Em individuos imunocompetentes, como no caso de criangas com exantema
subito, a viremia pelo HHV6 é geralmente de curta duragcdo, de aproximadamente quatro
dias. Viremia prolongada, persistindo por até 1 més, tem sido relatada apenas em receptores

de transplantes [FRENKEL et al, 1994].

Estudos prospectivos detectaram DNA de HHV6 pelas técnicas de PCR ou de
cultura viral em amostras seqiienciais de pacientes apds o transplante, demonstrando uma
forte evidéncia de infec¢cdo por HHV6 [DOCKREL, 2003], sendo a maioria pelo HHV6-B
[GRIFFHTS et al, 2000].

Pacientes com transplante de 6rgdos recebem altas doses de medicamentos
imunossupressores, aumentando o risco de infeccdes por Herpesvirus. Assim, a associagao
de HHV6 e a apresentacao clinica pds-transplante é complicado por vdrios fatores, como a
alta soroprevaléncia de HHV6, a presenca de outros herpesvirus oportunistas concomitantes

e a escassez de estudos com uma amostragem grande [GENTILE, 2000].

1.5 - Manifestacées Clinicas
1.5.1 - HCMV

A infeccdo pelo HCMV em pacientes imunocompetentes costuma ser
assintomdtica ou apresentar quadro clinico discreto. Contudo, em pacientes
imunossuprimidos, as manifestacoes clinicas sdo graves, podendo levar ao o&bito

[ZAIA et al, 1995; COSTA, 1999].

A infec¢do por HCMV ¢ subclinica na grande maioria dos casos. Quando é
sintomdtica, nos adultos imunocompetentes, o quadro clinico assemelha-se a “Sindrome da
Mononucleose", caracterizada pelo aparecimento de febre, anorexia, mialgia e artralgia

[SCHULMAN et al, 1991; CAPULONG, MENDONCA & CHAVEZ, 1998].

Em pacientes imunossuprimidos, o HCMV pode provocar doenca grave, € 0s
grupos de maior risco sdo criangas com infeccdo congénita, receptores de transplante de
orgdos, pacientes com cancer submetidos a quimioterapia e os portadores da Sindrome da

Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) [COSTA, 1999; MAYA & AZULAY 2000].
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Clinicamente a doenca causada pelo HCMV se expressa por febre, mal estar,
mialgia, leucopenia (contagem de leucodcitos inferior a 4.0000/mm*), aumento das
transaminases (hepatite), comprometimento pulmonar (pneumonite) e/ou gastrointestinal
(colite, gastrite, esofagite) [GRIFFTHS, 1990]. A febre ¢ a manifestacdo mais freqiiente,
podendo ocorrer em 100% dos casos e sendo a tnica manifestacdo clinica observada em
30% dos casos [LJUNGMAN & PLOTKIN 1995]. Doencas neurologicas com
sintomatologia compativel com quadro de encefalite, mielite ou doenca difusa no sistema
nervoso central, assim como a deteccio do HCMV em liquido cefalorraquidiano sao
manifestacoes mais raras [LJUNGMAN & PLOTKIN, 1995]. Coriorretinite, com lesdes
oftdlmicas tipicas, com ou sem provas viroldgicas sdo consideradas manifestacdes tardias
da infec¢do por HCMV. O acometimento ocular, quando ocorre, € evidenciado por um
infiltrado perivascular de cardter granuloso, com vdrios graus de exudatos e hemorragia
retiniana, que pode progredir, acometendo a macula [LJUNGMAN & PLOTKIN, 1995;
HIBBERD & SNYDMAN, 1995].

O uso de medicamentos imunossupressores tem contribuido para o aumento da
ocorréncia de infeccdo pelo HCMV, podendo levar ao aumento de morbi-mortalidade em
pacientes transplantados. O risco da infec¢do pode estar relacionado com o estado

soroldgico do doador e do receptor antes do transplante [JONG et al, 1998].

A doenca causada pelo HCMV pode variar conforme seu padrio
epidemioldgico (infeccdo primdria ou infec¢cdo secunddria, por reativacdo ou reinfec¢do). A
infeccdo primaria € geralmente mais grave, e freqiientemente sintomdtica
(cerca de 40-60% dos casos) [HIBBERD & SNYDMAN, 1995 E COSTA, 1999]. Em
transplantados renais, 80-90% dos casos de infeccdo ocorrem a partir do Orgdo
transplantado de doador soropositivo para HCMV; 10-20% a infec¢do € devido a derivados
de sangue de doadores soropositivos para HCMV [RUBIN, 1990]. A incidéncia de doenca
sintomdtica nos casos de reativacdo € menor que 20% e, na reinfeccdo, 40% dos pacientes

apresentam manifestagdes clinicas [HIBBERD & SNYDMAN, 1995; Costa, 1999].

Muitas evidéncias sugerem que o HCMV € um fator de risco para rejei¢ao
aguda, correlacionando-o com uma menor sobrevida do enxerto renal em longo prazo,

especialmente nos pacientes que fazem uso de imunossupressio com globulinas
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anti-linfocitos T [POUTEIL-NOBLE et al, 1993; LOWANCE, et al, 1999]. As citocinas
produzidas em resposta a infeccao viral favorecem a expressdo dos antigenos maiores de
histocompatibilidade de classe 1 e II, nas células infectadas, e consequentemente um
aumento da resposta citotoxica de linfécitos [SCHROEDER et al, 1999;
PELLEGRIN et al, 2000].

O HCMV pode causar uma disfuncdo reversivel do enxerto caracterizada pela
elevacdo dos niveis séricos de creatinina, que geralmente regridem apds o controle do

processo infeccioso [SANTOS, QUADROS E FILHO, 2000].

1.5.2-HHV6

A infeccdo primdria pelo HHV6 ocorre exclusivamente em criangas no primeiro
ano de vida e estudos soroldgicos indicam que, apOs os 12 meses de vida, mais de 90% das
criangas imunocompetentes ja foram infectadas com HHV6 [LEACH et al, 1992]. A
maioria das infec¢des € assintomédtica, mas 20% das criancas apresentam febre, associada a
erupgdes cutanea (Roseala infantum ou exantema subito), abcessos e outras manifestacoes

clinicas [BRAUN et al, 1997].

Em criancas com infec¢do primdria, anticorpos anti-HHV6 sdo detectados no
periodo de 3-7 dias [DOCKREL et al, 1999]. Ocorre producao de [gM na segunda semana
ap6s a infeccdo e o pico se mantétm por 2 meses [DOCKREL, 2003]. Anticorpos IgG
aumentam por 2 semanas pés infeccdo e sdo detectados por toda a vida em 90% ou mais

dos adultos [YAMANISHI et al, 1988, DOCKREL et al, 1999].

A imunidade mediada por células contra o0 HHV6 é um elemento critico de
defesa do hospedeiro. Andlises de resposta proliferativa e produg¢do de IFN-y pelos clones
de linfécito T em resposta ao virus confirmam que, a maioria dos clones reativados
respondem a antigenos de HHV6 especificos e ndo comuns a todas as P-herperviroses
[YASUKAWA et al, 1993]. Individuos com alteracdes em células NK sdo suscetiveis a
infec¢do por herpervirus. A infec¢cdo por HHV6 de células NK resulta em maior producao
de interleucina 15 (IL-15), que tanto aumenta a destruicdo de HHV6 mediada por células
NK quanto estimula a producdo de INF-y de linfécito T CD4 e células NK
[FLAMAND et al, 1996; GOSSELIN et al, 1999].
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Ap6s a infeccdo primdria, o virus replica nas glandulas salivares e estd presente
na saliva. Ele permanece latente nos monocitos/macrofagos [KANDO et al, 1991],

persistindo em uma variedade de tecidos como pele, pulmdo e cérebro

[CAMPADELLI et al, 1999].

O HHV6 € uma causa importante para supressdo idiopdtica da medula apds
transplante de medula 6ssea [CARRIGAN & KNOX, 1992; DROBYSKI et al, 1993], e foi
isolado em cultura de sangue de 38% dos receptores adultos de transplante de medula éssea

[DROBYSKI et al, 1993].

Febres inexplicadas com profunda trombocitopenia apds transplante de figado
[SINGH et al, 1995] e leucopenia severa ap0s transplante de rim estdo sendo associados a
infeccio por HHV6 [MORRIS et al, 1989], assim como pneumonites intersticiais em

receptores de transplante de medula 6ssea [CARRIGAN et al, 1991].

Encefalites por HHV6 sdo bem documentadas em individuos néo
transplantados [MC CULLERS et al, 1996] ¢ o HHV6 tem sido detectado em fluido
cerebroespinhal de criancas com exantema subito [YOSHIKAWA et al, 1992]

1.6 - Co-infeccao de HCMYV e HHV6

Estudos soroepidemiolégicos em grupos de doador e receptor soropositivos
(D+/R+) para HCMV, tem sugerido que a co-infec¢do com Herpes virus humano tipo 6
(HHV®6) representa um fator de risco adicional para o desenvolvimento da doenca por

HCMV, na auséncia de outros fatores de risco [JONG et al, 1998].

O Herpes Virus Humano 6 (HHV6) vem merecendo destaque nos dltimos anos,
porque alguns estudos t€m demonstrado sua interacio com o HCMV
[GENTILE, 2000; DESJARDIN et al, 1998; RATNAMOHAN et al, 1998 e
HERBEIN et al, 1996], sugerindo que o HHV®6 potencializaria a infec¢cdo por HCMV.

Em 1990, Okumo et al examinaram a relevancia clinica de HHV6 em
transplante renal. Dos 21 receptores de rim estudados, 8 apresentaram aumento nos titulos
de anticorpo para HHV6 e o virus foi isolado em sangue periférico de 2 pacientes, ambos
com rejeicdo severa. Apds o diagndstico de rejeicdo, houve aumento das doses de

medicamentos imunossupressores, com aumento da viruléncia do HHV6.
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Em 1992, Yoshikawa et al. estudaram prospectivamente 65 receptores de
transplante renal e seus doadores, e mostraram que o HHV6 foi ativado em 55% dos
pacientes durante os 3 meses pOs-transplante, além de demonstrar laténcia em tecido renal.

O estudo ndo correlacionou infec¢do por HHV6 e rejeic@o ou profilaxia anti-rejei¢ao.

Estudos de apresentacdo temporal demonstraram que o HHV6 geralmente se
manifesta de 2 a 4 semanas pos-transplante e precede o HCMV, cuja manifestacdo ocorre

habitualmente entre 6 a 12 semanas pos-transplante [HERBEIN et al, 1996].

O HHV6 pode predispor o receptor de transplante para infec¢des oportunistas
juntamente com o HCMV [DESJARDIN et al, 1998; RATNAMOHAN et al, 1998;
DOCKRELL et al, 1997 e HERBEIN et al, 1996] ou outras infec¢des similares
[DOCKRELL et al, 1999]. Uma potencial interacdo entre HHV6 ¢ HCMV tem sido
reportada, e a co-infeccdo pode ter severas manifestagdes clinicas como pneumonia,
doencas gastrointestinais (incluindo esofagites), hepatites, trombocitopenia, neutropenia e
retinite [DESJARDIN et al, 1998; RATNAMOHAN et al, 1998; DOCKRELL et al, 1997 e
HERBEIN et al, 1996].

Em 1996, Herbein et al. realizaram um estudo longitudinal baseado no
isolamento do HHV6 e HCMV. Trinta e dois pacientes transplantados de rim, figado e
figado-rim foram acompanhados durante 3 meses. Apesar dos pacientes apresentarem
infeccdo primdria ou reativacdo do HHV6, manifestacdes clinicas graves sé foram
observadas em pacientes que tiveram infec¢do concomitante pelo HCMV. Nenhuma

correlacdo foi observada entre rejeicao e infeccao pelo HHV6.

Desjardin et al. (1998), estudando de forma retrospectiva amostras de soro de
53 pacientes para anticorpos anti-HHV6, observaram que a reativagdo de infeccdo pelo
HHV6 foi associada com infeccdo primaria de HCMV e  sindromes
(febre inexplicada por 3 dias em associagdo com pneumonites, leucopenia,
trombocitopenia, aumento de transaminases ou linfécitose atipicas) em transplantados

renais.
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A alta freqiiéncia de infeccdo ativa de HHV6 e associagdo temporal com
eventos clinicos apds o transplante ndo sio suficientes para estabelecer uma causa, ligando
infec¢do pelo HHV6 e doenca. No momento é possivel somente dizer que HHV6 € um
patégeno oportunista e pode ser considerado como uma causa potencial para doenca em

pacientes transplantados [GENTILE, 2000].

1.7 - Diagnostico
1.7.1 - HCMV

A infec¢do por HCMV € muito dificil de ser diagnosticada pelo exame clinico e
depende de confirmagdo laboratorial, que demonstre o virus, seus componentes ou a
presenca de anticorpos especificos. O objetivo das técnicas de diagndstico € diferenciar a
infeccao pelo HCMV de outras viroses oportunistas ou de rejeicdo, monitorar o uso das
drogas antivirais e fornecer uma ferramenta para o estudo da interagdo entre o virus e o
sistema imune. O diagnéstico precoce da infecgdo ativa pelo HCMV € importante, ja que
estudos recentes demonstraram que o tratamento precoce reduz efetivamente a
morbi-mortalidade deste agente em transplantados renais [GOODRICH et al, 1991;
JONG et al, 1998].

Existem diversos métodos para a identificacdo da infec¢io causada por HCMV:

1. Citoldgicos: pesquisa de células esfoliadas no material examinado; método
com baixa sensibilidade e especificidade [SUASSUNA &
MACHADO, 1992]

2. Histopatoldgicos: visualizacdo das células com inclusdes virais; método com

baixa sensibilidade, mas que evidencia a doenca tecidual invasiva

[SUASSUNA & MACHADO, 1992; MAYA & AZULAY, 2000]

3. Isolamento do virus: (a) cultura cldssica: inoculacdo do material suspeito em

cultura de fibroblastos humanos; método complexo e demorado
[CHOU, 1990 E HO, 1991] e (b) cultura com isolamento rdpido: apds
inoculacio da amostra na cultura de tecido € realizada uma
imunofluorescéncia direta ou indireta para detectar o antigeno viral; método

mais sensivel e mais rdpido que a cultura classica [HALSWORTH, 1990]
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4. Soroldgicos: (a) Imunofluorescéncia indireta (IFI); (b) Imunoensaio de
ligacdo (Radioimunoensaio RIA e Imunoensaio Enzimdtico ELISA); (c)
teste de avidez de anticorpos. Os testes soroldgicos possuem alta

especificidade, mas baixa sensibilidade [LUTZ, WARD & GRAY, 1995]

5. Deteccdo de antigenos virais: a antigenemia € baseada na deteccdo

imunocitoquimica direta de proteinas da matriz viral (pp65) em leucdcitos
de sangue periférico. O método facilmente quantificado permite a estimativa
da carga viral, mas tem como desvantagem o curto prazo de processamento
da amostra (até 8 horas apds coleta). Além disso, em individuos
neutropénicos o exame ¢ dificultado pela baixa contagem de granuldcitos

[BOECCHK & BOIVIN, 1998]

6. Deteccdo de acidos nucléicos: a reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

consiste na amplificacdo de um fragmento especifico de DNA viral, € um
método rdpido (4-6 horas), especifico e extremamente sensivel
[THE et al, 1990], sendo um indicador precoce da infec¢do por HCMV e
considerada mais sensivel que a cultura de células [EINSELE et al, 1991]. O
principal problema deste método sdo os falsos positivos resultantes da
contaminacdo do teste e os resultados falso-negativos que podem ser
causados pela variabilidade genética das cepas do HCMYV ou pela presenca

de reagentes inibidores da PCR na amostra [THE et al, 1992].

Embora o HCMYV possa ser encontrado em diferentes materiais, a presenca do
virus no sangue tem a melhor correlacio com a infec¢do clinicamente significante

possibilitando o inicio da terapia antiviral. [COSTA, 1990 E GOOSENS et al, 2000].

1.7.2 - HHV6

Técnicas para detectar o HHV6 tém sido desenvolvidas através da detecc¢do de

antigenos, acidos nucléicos e também utilizando anticorpos contra o virus [BRAUN, 1997].
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Os titulos sorolégicos de HHV6 sdo uteis somente para detectar infeccao latente
ou avaliacio da soroprevaléncia da populacdo em geral, mas a interpretacdo dos resultados
¢ complicada, devido a alta soroprevaléncia do virus [DOCKREL et al, 1999;
DESJARDIN, 1998; RATNMOHAN, 1998; HERBEIN, 1996; YOSHIKAWA, 1992].

Os antigenos do HHV6 podem ser detectados através de anticorpos
monoclonais, com proteinas comum para ambas as variantes, ou proteinas especificas
(por exemplo: anticorpo monoclonal contra proteina estrutural p101 para variante B e gp82
para a variante A) que sdo detectadas em células infectadas pelo HHV6 [GENTILE, 2000].
Culturas de células podem ser usadas para isolar o HHV6, mas este método pode demorar

até 3 semanas [GENTILLE, 2000].

A infeccdo latente pelo HHV6 € freqiiente na populacdo e, devido a isso, o
valor da PCR realizada a partir de células de sangue ou de tecidos para detectar a infec¢ao
ativa € controversa [CARRIGAN, 1995]. Mesmo assim, a deteccdo da seqiiéncia viral do

HHV6 pela PCR também € uma ferramenta para o diagnéstico [GENTILE, 2000].

1.8 - Tratamento

Existem algumas alternativas para se evitar a ocorréncia da doenca por HCMV
em um grupo de risco. A primeira € a terapia profildtica, administrando antiviral a todos os
pacientes soropositivos. Esta estratégia € baseada na hipdtese de que toda a populacio estd
em risco substancial de infeccdo e merece tratamento preventivo. Outra possibilidade é o
tratamento profildtico apenas dos pacientes de maior risco, como receptores soronegativos e
doadores soropositivos ou naqueles receptores positivos submetidos ao uso de globulinas
antilinfocitarias para indu¢do de imunossupressdo. O tratamento preemptivo baseia-se no
acompanhamento destes receptores soropositivos com pesquisa de antigenos virais, sendo o

tratamento indicado apenas quando da ocorréncia de infeccao ativa.

O tratamento preconizado, tanto para o HCMV como para o HHV6 € o
Ganciclovir  (diheroxipropximetil guanina DHPG) [GRIFFTHS, 1990], primeiro

medicamento antiviral efetivo no tratamento da doenga por HCMV em humanos
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[SCHIMDT, 1991; FLECHNER, 1998]. O Ganciclovir é um andlogo da guanina, tem
potente atividade contra o HCMV, inibindo competitivamente a DNA polimerase viral ao
se incorporar a0 DNA do virus, promovendo término da duplicacdo do DNA e com isso, 0
da replicacdo viral [CRUMPACKER, 1996]. O Ganciclovir inibe apenas a replicacdo do
virus, mas os virus latentes ndo sio eliminados. Assim, o HCMV nio é removido do
organismo, podendo ocorrer reativacoes mesmo ap0s tratamento [SMITH et al, 1997]. O
Ganciclovir € ativo contra ambas as variantes HHV6-A e HHV6-B, embora seja 50% mais
efetivo para o HHV6-B [SINGH, 2000]. Outros agentes antivirais, como foscarnet e
cidofovir s@o ativos contra HHV6 in vitro [YOSHIDA 1998], sendo que o ultimo apresenta
a melhor atividade inibidora. O aciclovir, in vitro, € inativo contra o HHV6

[SINGH & CARRIGAN, 1996; YOSHIDA, 1998].

Como em outros tratamentos de agentes infeciosos, existe o risco de selecionar
cepas de HCMYV resistentes. A resisténcia para o Ganciclovir foi relatada primariamente em
1990, em pacientes com AIDS, e € nesta populagdo que a resisténcia t€m sido mais
freqiiente (VAN LOON et al, 1995; DOCKREL, 2003). Muitas das resisténcias relatadas
estdo associadas com a mutagcdo especifica do gene UL 97 (fofotransferase) e UL 54
(DNA polimerase) [VAN LOON et al, 1995].Nao h4 relatos na literatura sobre resisténcia

e/ou mutacdes ocorridas com o HHV6 e o tratamento.
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2 - HIPOTESE
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A co-infeccao pelo HHV6 potencializaria a apresentacdo clinica da infeccao

pelo citomegalovirus em receptores de transplante renal.

Hipdtese
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Geral:

Analisar a prevaléncia da infec¢do pelo herpes virus humano tipo 6 (HHV6) em

receptores de transplante renal.

Especificos:

Correlacionar a gravidade da infeccao pelo HCMV com:
(a)Co-infeccao pelo HHV6

(b)Imunossupressao utilizada

(c)Evolugao clinica.

Objetivos
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4.1 - Pacientes

Foram incluidos neste estudo 25 individuos adultos submetidos ao transplante
renal entre Junho de 1999 e Agosto de 2000, e que participaram originariamente de um
estudo prospectivo que diagnosticava e monitorava a infec¢do por Citomegalovirus em
transplantados renais por meio das técnicas de "Nested’-PCR e Antigenemia
[FIORAVANTI, 2001]. No estudo original foram avaliados 48 pacientes, dos quais apenas
25 preenchiam os critérios de inclusdo do presente estudo. O estudo original e o presente

estudo foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da FCM/Unicamp.

4.2 - Critérios de inclusao
1. Receptores de transplante renal entre junho de 1999 e agosto de 2000
2. Termo de consentimento assinado
3. Acompanhamento minimo apds o transplante de 4 meses
4. Receptores adultos (> 18 anos)
5. Minimo de trés coletas de sangue passiveis de andlise;
6. Primeira amostra negativa para HCMV (PCR).

7. Segunda amostra positiva para HCMV (PCR)

4.3 - Critérios de Exclusao
1. Pacientes submetidos ao transplante renal fora do periodo estabelecido
2. Pacientes com acompanhamento apds o transplante inferior a trés meses;
3. Pacientes pedidtricos
4. Primeira amostra positiva para HCMV (PCR);

5. Numero insuficiente de amostras para andlise e/ou material inadequado para

anéalise
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4.4 - Correlacao Clinica

Através da revisdo dos prontudrios médicos foram coletadas informacdes sobre:
doenca primdria, tipo de doador, imunossupressdo inicial, indu¢do de imunossupressao,
episddios  de  rejeicdo aguda e  tratamento, parametros  laboratoriais
(creatinina sérica, hemograma, nivel sanguineo de imunossupressores, enzimas hepaticas e
urina I) e parametros clinicos (pressdo arterial, sintomas clinicos possivelmente associados
a infeccao viral), que fazem parte da rotina de acompanhamento ambulatorial dos pacientes

transplantados renais.

4.5 - Imunossupressao Utilizada

Os pacientes foram incluidos em diferentes protocolos de imunossupressio, a

saber:

= Receptores de rim de doador vivo relacionado HILA idéntico (HLA I):

Imunossupressdao inicial com inibidor da sintese de purinas
(micofenolato mofetil ou azatioprina) e corticosterdide

(metilprednisolona e/ou prednisona).

= Receptores de rim de doador vivo relacionado haploidénticos (HLA II) ou
doador cadaver: Imunossupressao inicial com associa¢do de inibidores de
calcineurina (tacrolimus ou ciclosporina), inibidores da sintese de purinas
(micofenolato mofetil ou azatioprina) e corticosterdide

(metilprednisolona e/ou prednisona).

= Pacientes com reatividade contra painel (RCP) maior que 10% e menor que

30% : Terapia de inducdo com basiliximab (Simulect).

= Pacientes com RCP maior que 30%: Terapia de indu¢do com OKT3.
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4.6 - Adequacao da terapéutica imunossupressora

4.6.1 - Doses dos medicamentos

Os imunossupressores foram utilizados nas seguintes dosagens:

Ciclosporina microemulsdo (Neoral): 7 a 10mg/Kg/dia, via oral, dividido em

duas doses.
Tacrolimus: 0,2mg/Kg/dia, via oral, dividido em duas doses.
Azatioprina: 2mg/Kg/dia, via oral, em dose tnica didria.

Micofenolato mofetil (MMF): 2,0g a 3,0g/dia, via oral, dividido em duas

doses.

Metilprednisolona: 500mg IV no dia do transplante, antes da anastomose

vascular do enxerto.

Prednisona: 2mg/Kg/dia a partir do primeiro pds-operatorio. A dose foi
reduzida gradualmente 10mg/dia, até atingir 30mg/dia, mantendo esta dose
até o final do 1° més apds o transplante. Reducdo gradual ocorreu até

obtencdo de 10mg/dia no final do 3° més ap0s o transplante.

Basiliximab: 20mg IV no dia do transplante, antes da anastomose vascular e

uma segunda dose no 4° dia do p6s operatorio.

OKT?3: 5Smg/dia IV, durante 10 dias.

4.6.2 - Ajuste das doses dos imunossupressores

Inibidores da sintese de purinas: As doses de azatioprina e MMF foram
modificadas de acordo com o nimero de leucdécitos no sangue, com redugao
de 50% da dose quando numero de leucdcitos menor que 5000/ mm?3 e

suspensdo com contagem inferior a 3.000 leucécitos/mm3. A dose de
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azatioprina também foi ajustada em presenca de hepatotoxicidade,
caracterizada por elevacdo de transaminases e de gama glutamil transferase.
A dose de Micofenolato Mofetil foi ajustada na presenca de alteracdes

gastrointestinais (diarréia ou intolerancia géstrica).

= Inibidores de calcineurina: A monitorizagdo das doses de ciclosporina e

tacrolimus (FK506) foi baseada nos niveis sanguineos dos medicamentos.
Os niveis sanguineos de ciclosporina foram mantidos entre 100 e 200 ng/dl
(radioimunoensaio monoclonal).O nivel sanguineo de FK506 foi mantido
entre 10 a 15ng/dl no 1° més, de 8 a 10ng/dl do 2° ao 3° més e em torno de
Sng/dl apds o 3° més poés transplante. As coletas foram realizadas em jejum,

apo6s 12 horas da ultima dose do medicamento.

4.6.3 - Alteracdes de esquema imunossupressor

= Inibidores de sintese de purinas:

Conversao de azatioprina para MMF: Realizada em presenca de hepatotoxidade
ou naqueles pacientes onde a associacdo azatioprina e alopurinol cursou com deplecdo

medular.

Conversio MMF para azatioprina: Em casos de intolerdncia do trato
gastrointestinal severa, mesmo com doses reduzidas de MMF ou em presenca de

emagrecimento.

= Inibidores de calcineurina:

Conversdao de ciclosporina para tacrolimus: Quando na ocorréncia de
fendmenos estéticos (hirsutismo, hipertricose), metabodlicos (dislipidemia severa) ou

nefrotoxicidade comprovada.

Conversdao de tacrolimus para ciclosporina: Nos casos de diabetes pos-

transplante ou fendmenos de toxicidade do SNC.
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4.7 - Pesquisa de particulas virais

O método utilizado para detectar a presenca de HCMV e de HHV6 variante B
(HHV6-B) foi a “Nested”-PCR realizada a partir do DNA de sangue periférico armazenado

em freezer —20°C, desde o inicio do estudo.

4.7.1 - Amplificacdo Génica de DNA humano por PCR

Em todas as amostras foi realizada PCR para [B-globina humana, para
confirmacao da presenca de DNA humano, seguindo a metodologia descrita por Saiki et al,
1985, com algumas modificagdes para PCR simples, e o método descrito por Brainard,

1994 para a "Nested” -PCR.

Seqiiéncia de nucleotideos dos iniciadores "primers" externos para a PCR da (-

globina:

Primers Seqiiéncia

P3 5' AGA CAG AGA AGA CTCTTG 3'

P5 5'TCA TTC GTC TGT TTC CCA TTC 3'

Seqiiéncia de nucleotideos dos iniciadores "primers" internos para a "Nested” -

PCR da B-globina:

Primers Seqiiéncia
P109 5'CGT CCT ATGCT CTATTT T 3'
P110 5'CCC TTC TTC CTA TGA CAT GAA CTT AAC CAT 3'
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Deteccio da B-globina humana

Apo6s as duas reacdes de amplificacdo e reamplificacdo, 7,0ul do produto da
"Nested” -PCR acrescidos de 2,0ul do corante azul de bromofenol foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 2%, contendo brometo de etidio para visualizagdo do
fragmento sob luz ultravioleta, e fotografado em sistema Polaroyd. Foi obtido um

fragmento de DNA de 257pb correspondente ao gene 3-globina humana (figura 2).

M 1 2 3 4 5 6

M= marcador

1= controle positivo

2-5= Amostras positivas para o
gene da [-globina

6= controle negativo

Figura 2 - Amplificacdo do fragmento do gene da B-globina humana em gel de agarose

2%.

4.7.2 - Amplificagdo Génica de DNA viral (HCMV) pela PCR

Para amplificacdo génica da regido reguladora do HCMV foi seguida a

metodologia descrita por Demmler et al, (1998).

Para cada reacdo de amplificacdo foi utilizado um volume total de 20ul de
reacdo, 50mM de cloreto de potassio, 10mM de Tris HCI (pH 8.4), 2,5mM de cloreto de
magnésio, 0,JpuM de «cada primer externo MIE4 e MIES, 200uM de
desoxirribonucleotideos (dNTP), 0,5 wunidades de AmpliTaq DNA polimerase
(Perkin-Elmer) e 0,5ul de DNA a ser analisado.
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Foram completados 30 ciclos de amplificacio para cada amostra, sendo
realizados automaticamente em equipamento apropriado ("DNA Thermal Cycle"- Perkin

Elmer Cetus).

Cada ciclo foi constituido de trés etapas: a) separacdo das hélices de DNA
(desnaturac@o) por aquecimento 94°C por 1 minuto; b) ligacdo complementar entre os
primers (anelamento) e 0 DNA a temperatura de 55°C por 1 minuto; c¢) sintese do DNA
pela Taq polimerase (extensdo) a temperatura de 72°C por 1 minuto. Antes do primeiro
ciclo, as amostras foram aquecidas inicialmente a 94°C por 5 minutos, para inativacdo de
qualquer atividade de proteases que pudesse interferir na reagdo enzimatica. No ultimo

ciclo, o periodo de extensao (72°C) foi de 7 minutos.

Seqiiéncia de nucleotideos dos iniciadores "primers" externos para a PCR do

HCMV:
Primers Seqiiéncia
MIE4 5'CCA AGC GGC CTC TAG TAA CCA AGC C 3’
MIE5 5'CAG CAC CATCCTCCTCTT CCTCTG G 3'

Obs: O primeiro par de "primers" amplifica um fragmento de 435pb.

MIE: Major immediate early antigen of HCMV

4.7.2.A - Re-amplificagdo do HCMV pela "Nested"- PCR

Utilizando o mesmo método descrito acima, uma aliquota do DNA amplificado
na primeira reagdo de PCR foi re-amplificado com um par de "primers" internos IE1 e IE2
[SHIBATA et al, 1998]. As condi¢Oes da "Nested” - PCR foram as mesmas utilizadas para
a primeira PCR.
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Seqiiéncia de nucleotideos dos iniciadores "primers" internos para a "Nested” -

PCR do HCMV:

Primers Seqiiéncia
IE1 5'CCA CCC GTG GTG CCA GCT CC 3’
1E2 5'CCC GCT CCT CCT GAG CACCC 3

Obs: O segundo par de "primers" amplifica um fragmento de 159pb.

IE: Immediate early antigen of HCMV

Deteccao do HCMV: As condi¢des de detecgao foram as mesmas descritas para

o gene da B-globina humana. Em amostras positivas foi obtido um fragmento de DNA de
159pb, correspondente a uma seqiiéncia altamente conservada do HCMV, ao passo que nas

amostras negativas ndo ocorreu amplificacdo de nenhum fragmento (figura 3).

M= marcador

1= controle positivo

2 e 4 = amostras positivas para
HCMV

3 e 5 =amostra negativa para
HCMV

6= controle negativo

Figura 3 - Amplificacido do fragmento do HCMV em gel de agarose 2%.
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4.7.3 - Amplificacdo Génica de DNA viral (HHV6-B) pela PCR

Para amplificacdo génica das regides 1 e 2 do HHV6 variante B foi seguida a
metodologia descrita por Aubin et al, 1991. Para cada reacdao de amplificacdo foi utilizado
um volume total de 20ul de reacdo, S0mM de cloreto de potassio, 10mM de Tris HCI (pH
8.4), 2,5mM de cloreto de magnésio, 0,1uM de cada primer externo MIE4 e MIES, 200uM
de desoxirribonucleotideos (DNTP), 0,5 unidades de AmpliTaq DNA polimerase (Perkin-
Elmer) e 0,5ul de DNA a ser analisado.

4.7.3.A - Regido 1 do HHV6-B

Foram completados 35 ciclos de amplificacio para cada amostra, sendo
realizados automaticamente em equipamento apropriado ("DNA Thermal Cycle” - Perkin

Elmer Cetus).

Cada ciclo foi constituido de trés etapas: a) separacdo das hélices de DNA
(desnaturacdo) por aquecimento 94°C por 40 segundos; b) ligacdo complementar entre os
primers (anelamento) e 0 DNA a temperatura de 56°C por 40 segundos; c¢) sintese do DNA
pela Taq polimerase (extensdo) a temperatura de 72°C por 40 segundos. Antes do primeiro
ciclo, as amostras foram aquecidas inicialmente a 94°C por 7 minutos, para inativacdo de
qualquer atividade de proteases que pudesse interferir na reagdo enzimatica. No ultimo

ciclo, o periodo de extensao (72°C) foi de 10 minutos.

Seqiiéncia de nucleotideos dos iniciadores "primers" externos para a PCR da

Regidao 1 HHV6-B:

Primers Seqiiéncia
Ex1 5'GCG TTT TCA GTG TGT AGT TCG GCAG 3'
Ex2 5'TGG CCG CAT TCG TAC AGA TAC GGA GG 3'

Obs: O primeiro par de "primers" amplifica um fragmento de 520pb.

Ex: Externos (proteina capsideo)
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4.7.3.B - Reamplificacio do HHV6-B regido 1 pela "Nested"- PCR

Utilizando o mesmo método descrito acima, uma aliquota do DNA amplificado
na primeira reagdo de PCR foi reamplificado com um par de "primers" internos IN3 e IN4.
As condicdes da "Nested"- PCR foram as mesmas utilizadas para fazer a primeira PCR

(figura 4).

Seqiiéncia de nucleotideos dos iniciadores "primers" internos para a "Nested"-

PCR do HHV6-B:

Primers Seqiiéncia
IN3 5'GCT AGA ACG TAT TTG CTG CAG AAC CG 3'
IN4 5" ATC CGA AAC TGT CTG ACT GGCA 3'

Obs: O segundo par de "primers" amplifica um fragmento de 258pb.

IN: Internos (proteina capsideo)

Deteccdo do HHV6-B Regido 1: As condi¢des de detec¢do foram as mesmas

descritas para o gene da -globina humana. Em amostras positivas foi obtido um fragmento
de DNA de 258pb, correspondente a uma seqiiéncia altamente conservada do gene que
sintetiza proteina do capsideo do HHV6-B, ao passo que nas amostras negativas nao

ocorreu amplificacdo de nenhum fragmento (figura 4).
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M= marcador

1= controle positivo

2-5= Amostras positivas para
HHV6 Regido 1

6= controle negativo

Figura 4 - Amplificacio do fragmento do HHV6-B regido 1 em gel de agarose 2%.

4.7.3.C - Regido 2 do HHV6-B

Foram completados 35 ciclos de amplificacio para cada amostra, sendo
realizados automaticamente em equipamento apropriado ("DNA Thermal Cycle” - Perkin

Elmer Cetus).

Cada ciclo foi constituido de trés etapas: a) separacdo das hélices de DNA
(desnaturag@o) por aquecimento 94°C por 1 minuto; b) ligagdo complementar entre os
primers (anelamento) e o DNA a temperatura de 56°C por 1 minuto; c) sintese do DNA
pela Taq polimerase (extensao) a temperatura de 72°C por 1 minuto 30 segundos.Antes do
primeiro ciclo, as amostras foram aquecidas inicialmente a 96°C por 7 minutos e, no ultimo

ciclo, o periodo de extensdo (72°C) foi de 10 minutos.

Seqiiéncia de nucleotideos dos iniciadores "primers" externos para a PCR da

Regido 2 HHV6-B:

Primers Seqiiéncia
Al 5'GTG GAT CCG ACG TCC TAC AAA CAC 3'
Cl 5'CGG TGT CAC ACA GCA TGA ACT CTC 3'

Obs: O primeiro par de "primers" amplifica um fragmento de 834pb.

A1/C1: Externos (proteina tegumento)
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4.7.3.D - Reamplificagdo do HHV6-B regiao 2 -pela "Nested” — PCR

Utilizando-se do mesmo método descrito acima, uma aliquota do DNA
amplificado na primeira reagdo de PCR foi reamplificado com um par de "primers" internos

A2 e C2. As condi¢des da "Nested” - PCR foram as mesmas utilizadas para fazer a primeira
PCR.

Seqiiéncia de nucleotideos dos iniciadores "primers" internos para a "Nested” -

PCR da Regidao 2 HHV6-B:

Primers Seqiiéncia
A2 5'GGA GAA TCT TGT AAG TAT ATG GTC 3'
C2 5'CTC GGA CTC ATA GAT TTC ATA CTG 3'

Obs: O primeiro par de "primers" amplifica um fragmento de 658pb.

A2/C2: Internos (proteina tegumento)

Detec¢do do HHV6-B Regido 2: As condi¢des de detec¢do foram as mesmas

descritas para o gene da -globina humana. Em amostras positivas foi obtido um fragmento
de DNA de 658pb, correspondente a uma seqiiéncia altamente conservada do gene que
sintetiza proteina do tegumento do HHV6, ao passo que nas amostras negativas nao ocorreu

amplificacdo de nenhum fragmento (figura 5).
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4m 658 bp

M= marcador

1= controle negativo

2 = controle positivo

4, 5 e 6 = Amostras positivas para
HHVG6 regido 2

Figura 5 - Amplificacdo do fragmento do HHV6-B regido 2 em gel de agarose 2%.

4.8 - Analise dos Resultados

Os resultados quantitativos foram expressos em média *+ desvio padrdo.
Comparagdo entre os grupos foi realizada através de teste T de Student ou andlise de

variancia (ANOVA) com correcdo pos teste de Bonferroni.

Dados ndo quantificaveis através de média + desvio padrao foram comparados
através de teste exato de Fisher, utilizando o programa estatistico STATIVIEW versao 2.0.

Significancia estatistica foi considerada se p< 0.05.
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5.1 - Caracteristicas dos Individuos Estudados

Dos 25 pacientes incluidos neste estudo, 15 (60%) receptores eram do sexo
masculino e 10 (40%) do sexo feminino. A idade média foi de 38 + 10 anos
(variagdo de 16 a 60 anos). A etiologia da insufici€ncia renal cronica (IRC) foi, em sua
maioria, de origem Indeterminada (n=13, 52%), seguida de Glomerulonefrite Cronica
(GNC, n=7, 28%), Hipertensao Arterial Sist€émica (HAS, n=3, 12%) e Pielonefrite Cronica
(PNC, n=2, 8%).

Em relagdo ao tipo de doador, 19 pacientes receberam o rim de doador cadaver
e 06 o rim de doador vivo relacionado. A maioria dos doadores era do sexo masculino
(82,6%, n=19), com idade média de 38 + 10 anos (variacdo de 21 a 49 anos). Dos doadores
vivos relacionados, trés eram HLA tipo I (idéntico) e 3 HLA tipo II (haploidéntico).
(Tabela 2)

Tabela 2 - Caracteristicas dos individuos estudados.

Numero de receptores 25
Idade (anos) 38+ 10
Sexo (Masculino/Feminino) 15/10
Doador (vivo/cadaver) 06/14
Idade do Doador (anos) 3810

Resultados expressos em média * desvio padrdo

5.2 - Status Soroldgico para HCMYV dos receptores de transplante

Em relacdo a sorologia pré-transplante 23 (92%) receptores apresentavam IgG
positivo e 2 IgG negativo para o HCMV. Nenhum receptor apresentava IgM/HCMV
positivo. Os dois receptores 1gG/IgM negativos receberam profilaxia com Ganciclovir IV
por ocasido do transplante. Apés 6 meses do transplante renal, todos os 25 receptores
apresentavam IgG positivo, havendo portanto 2 casos de infec¢do primdria neste grupo.
Positividade transitéria para IgM/HCMV pés transplante foi observada em 6 individuos,
sugerindo reativagdo viral em 4 (previamente 1gG +/IgM -) e infeccdo primdria em 2

(previamente IgG —/ IgM -).(Tabela 3)
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Tabela 3 - Status Soroldgico (IgG/IgM) para HCMV no pré e pds-transplante.

Pré-Transplante Pés-Transplante Atual
IgG + 23 25 25
IgM + 0 06 0

IgG + = imunoglobulina da classe G; IgM = imunoglobulina da classe M

5.3 - PCR para HCMYV nos receptores de transplante renal

Dos 25 pacientes incluidos no presente estudo, PCR positivo para HCMV
esteve presente na segunda amostra selecionada, coletada 42 + 30 dias (variagcdo 14 a 113)
apo6s o transplante renal. A apresentacdo clinica associada a esta PCR positiva foi variada,
sendo a maioria assintomdtica. A imunossupressao utilizada por ocasido destas coletas era
Azatioprina/Prednisona e Ciclosporina em 25 pacientes. Também nao houve diferenca
estatisticamente significante no tempo de ocorréncia de HCMV/PCR + entre os grupos,

divididos de acordo com as diferentes apresentagdes clinicas. (tabela 4)

Apenas os pacientes com antigenemia positiva e/ou que apresentaram

sintomatologia sist€émica receberam tratamento antiviral com ganciclovir I'V.

Tabela 4 - Distribui¢cdo de apresenta¢do clinica dos pacientes com HCMV/PCR positivas

CLINICA Niimero Tempo pés-transplante (dias)
Assintomaticos 9 45 £ 25
Leucopenia 8 56+43
Antigenemia positiva/ sintomatologia sistémica 8 49+ 32

p= nio significativo
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5.4 - PCR para HHV6-B nos receptores de transplante renal

Foi realizada pesquisa de HHV6-B, através da técnica de “Nested-PCR” nas
trés amostras selecionadas de cada paciente. Foi considerado HHV6-B positivo, os

pacientes que apresentaram PCR positiva para Regido 1 e/ou Regido 2.

Na primeira amostra analisada (21 + 18 dias), o HHV6-B estava presente em
9/25 pacientes (36%), todos com PCR negativa para HCMV. Na evolucdo, 11 novos
pacientes apresentaram PCR positiva para HHV6-B, resultando num total de 20 (80%) dos
receptores com pelo menos uma amostra positiva. Cinco (20%) dos receptores nao
apresentaram nenhuma amostra positiva para HHV6-B no periodo analisado.

(Grafico 1, tabela 5 e 6)

Tabela S - Distribuicao de PCR positiva para HHV6-B em relacdo a PCR positiva para

HCMV.
HHV6-B + Nimero de Receptores
Antes do HCMV 09
Junto com o HCMV 09
Apés HCMV 02

25

20-

OHCMV
B HHV6

amostra 1 amostra 2 amostra 3

Grifico 1 - PCR positiva para HHV6-B e HCMV em relacdo a amostra
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Tabela 6 - Distribuicao de PCR positiva para HHV6-B e HCMV nos pacientes analisados,

de acordo com o tempo de coleta da amostra.

Amostras HCMYV + HHV6-B + Tempo pés Tx (dias)
1 0 9 21+£18
2 25 16 48 +30
3 2 11 85+38

Cinco pacientes analisados apresentaram HHV6-B/PCR positiva em todas as amostras analisadas.

5.5 - Avaliacao clinica dos pacientes em relacao a PCR para HHV6-B

Uma vez divididos os pacientes de acordo com a presenca de infeccao ativa por
HHV6-B, realizamos a revisdo de prontudrios médicos com o objetivo de detectar possiveis
fatores de risco para co-infec¢do viral (HCMV/HHV6-B) nestes individuos. Para fins de
andlise, comparamos os pacientes negativos para HHV6-B com os pacientes com pelo

menos 1 amostra positiva para HHV6-B.

Nao observamos diferencgas estatisticamente significativas entre os dois grupos
em relacdo a idade, tipo de doador (vivo relacionado ou caddver) e doenga renal primdria

(Tabela 7).

Tabela 7 - Comparacao entre os pacientes com PCR negativas e positivas para HHV6-B

HHV6 Negativo HHV6 Positivo p
Niimero de Pacientes 05 20 ns
Idade (anos) 34+7 39+11 ns
Sexo: Masculino/Feminino 04 /01 11/09 p<0,05
Doador: vivo/caddver 01/ 04 05715 ns
Sorologia para HCMV pré-tx
-1gG +/1IgM - 05 18
- IgG- / IgM - 0 02
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5.5.A - Evolugdo Clinica dos HHV6-B negativos

Entre os receptores negativos para HHV6-B, 3/5 (60%) ndo apresentaram
nenhuma manifestacdo clinica relacionada a infeccdo pelo HCMV (assintomético) e 2/5
(40%) apresentaram leucopenia isolada como tnico sintoma de infec¢do por HCMV.
Nenhum paciente apresentou sintomatologia sistémica nem necessidade de tratamento com

Ganciclovir IV (Tabela 8)

Tabela 8 - Sintomatologia dos pacientes com PCR negativa para HHV6-B e positiva para

HCMV
Niumero de Pacientes Apresentacao clinica Tempo pés-transplante
(PCR positiva HCMV: dias)
02 leucopenia 83 +49
03 assintomatico 67 £ 37

p<0.05

5.5.B - Evolucio clinica dos HHV6-B positivos

Dos 20 receptores com pelo menos uma PCR positiva para HHV6-B, presenca
de viremia sem sintomatologia clinica ocorreu em 6/20 (30%), e leucopenia isolada em
06/20 (30%). Entretanto, HCMV com sintomatologia sist€mica, antigenemia positiva e
necessidade de tratamento com Ganciclovir intravenoso ocorreu em 08/20 (40%) pacientes

(Tabela 9).

Tabela 9 - Manifestacdes Clinicas nos pacientes com PCR positiva para HHV6-B e HCMV

Manifestacoes Clinicas Tempo pos-Tx HHV6-B + HCMYV +
X dias X dias X dias
Assintomadtico n=6 27+19 37+37
Leucopenia isolada n=6 36+ 12 35+33 46 + 21
Antigenemia positiva n=5 31+ 14 21+ 13 47123
Acometimento sist€émico n=3 38 £33 39+22 55+27

P=ns para os parametros analisados
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Nao houve diferenca estatisticamente significante no tempo de positivacdo da
PCR para HCMV e HHV6-B, sendo que em todos os grupos o HHV6-B precedeu HCMV

em média 16 * 5 dias.

Nestes individuos, a comparacdo dos grupos positivos e negativos para PCR
para HHV6-B, demonstrou que, apesar de ndo haver diferenca significativa na incidéncia
de leucopenia entre os grupos, HCMV sintomdtico (febre, antigenemia positiva e/ou
aumento das transaminases) com necessidade de tratamento ocorreu apenas no grupo

HHV6 positivo (tabela 10).

Tabela 10 - Necessidade de tratamento para HCMV de acordo com a PCR para HHV6-B.

Receptores Negativos para HHV6-B Positivos para HHV6-B
Nao tratados 05 12
Tratados 0 08

p< 0,05

Quando comparados os grupos tratados ou ndo para HCMV, ndo observamos
diferenca estatisticamente significante na imunossupressdao utilizada nem no tempo de
diagnéstico de HCMV pela PCR. Na ocasido do diagnéstico de viremia pelo HCMV, nao
houve diferenca significante nos niveis séricos de creatinina entre os grupos. Entretanto, ao
final de 1 ano de acompanhamento foi observada uma tendéncia a pior fun¢do renal no
grupo com HHV6-B positivo. Esta pior evolucdo da funcdo renal no grupo HHV6-
B/HCMV  positivo  foi confirmada apés 60 meses de acompanhamento
(creatinina sérica 2.5 = 0.4 versus 1.3 £ 0.1 mg/dl, HHV6-B + versus HHV6-B -, p<0.05)
(Grafico 2 e Tabela 11).
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creatinina sérica (mg/dl)

amostra1l amostra2 amostra3 ano 1 ano 3 ano 5

—o—HHV 6 negativo —#— HHV6 positivo

Grifico 2 - Evolugdo da creatinina sérica nos diferentes grupos com PCR positiva para

HCMV

Tabela 11 - Evolucgdo da creatinina sérica nos diferentes grupos com PCR + para HCMV

Creatinina sérica (mg/dl)

HHV6-B negativo HHV6-B positivo P
Amostra 1 27+£15 49+0.8
Amostra 2 1.6 £0.5 23104
Amostra 3 1.2 £0.1 1.3+0.1
Ano 1 1.3 £0.2 1.9£0.2
Ano 3 1.4 +£0.1 22+03
Ano 5 1.3£0.1 25104 <0.05

* valores expressos em média + erro padrdo.
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Quando os grupos com HHV6-B positivo foram divididos de acordo com a
necessidade de tratamento para HCMV (assintomadticos, leucopenia isolada e sintométicos),
ndo houve diferenca estatisticamente significante nos niveis séricos de creatinina entre as
diversas apresentacdes clinicas (Grafico 3 ). A andlise de outros fatores de risco para pior
funcdo renal do enxerto, como episddios de rejeicdo aguda, infec¢des associadas e

nefrotoxicidade pelos imunossupressores ndo apresentou diferenca entre os grupos.

creatinina sérica
(mg/dl)

I e EY—"—"|T——-

HCMV pos am 3 ano 1 ano 3 ano5

—O— assintomatico =& leucopenia sintomaticos =©=HHV6 negativo

Obs: grupos assintomdtico, leucopenia e sintomdticos apresentavam HHV6 e HCMV positivos em pelo

menos uma amostra.

Grafico 3 - Evolucdo da creatinina sérica nos diferentes grupos, de acordo com a

apresentacao clinica do HCMV/HHV6-B
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A maioria da populagdo humana é soropositiva para o HCMV e estudos
soroepidemioldgicos demonstraram que a infec¢do ocorre praticamente em todas as regioes
do mundo [HO et al, 1990]. Normalmente a infeccio em individuos imunocompetentes
costuma ser assintomadtica ou apresentar quadro clinico discreto. Contudo, em pacientes
imunossuprimidos, as manifestacdes clinicas sdo graves, podendo levar ao &bito
(COSTA, 1999). Em receptores de transplantes de 6rgaos, o HCMV € o agente infeccioso
mais freqiiente, afetando pelo menos 2/3 desses individuos [RUBIN et al, 1993].

A apresentagdo clinica do HCMV pode variar conforme seu padriao
epidemioldgico (infeccdo primdria e secunddria por reativacdo ou reinfec¢do). A infecg¢ao
primdria é geralmente mais grave, e freqiientemente sintomética (cerca de 40%-60% dos
casos) [LJUNGMAN e PLOTKIN, 1995]. A incidéncia de doenca sintomadtica nos casos de
reativacdo € menor que 20% e na reinfec¢do, 40% dos pacientes apresentam manifestagoes

clinicas [LJUNGMAN e PLOTKIN, 1995; COSTA et al, 1999].

Devido a alta freqiiéncia de infeccdo ativa por HCMV em receptores de
transplante renal, cresce o interesse pelo diagnostico precoce , com a utilizagdo de métodos
mais sensiveis, quantitativos e de rdpida execu¢do [GRIFFTHS et al, 1990; BOECKH e
BOIVIN, 1998]. Estas técnicas diagndsticas tem como objetivos diferenciar a infeccdo pelo
HCMYV de outras viroses oportunistas ou de episédios de rejeicdo aguda, monitorar o uso
de medicamentos antivirais, além de fornecer uma ferramenta para o estudo da interagdo
entre o virus e o sistema imune [JONG et al, 1998]. O diagnéstico precoce da infec¢do ativa
por HCMV ¢ importante, uma vez que estudos recentes mostraram que o tratamento
precoce reduz efetivamente a morbi-mortalidade causados pelo HCMV em transplantados

renais [GOODRICH et al, 1991; JONG et al, 1998].

O uso da técnica de sorologia, no periodo pré-transplante, é justificado pela
importancia da  determinacdo  da  susceptibilidade a  infeccdo  primdria
(mais freqlientemente sintomdtica) [CHOU et al, 1990]. Considerando a alta
soroprevaléncia do HCMV em populacdes de adultos, a realizacdo de sorologia permite a
deteccdo de populacdes de risco para infeccdo primdria e para reinfeccdo ou reativagao
virais [BRUGEMMAN, 1993]. Na populacdo alvo do presente estudo, observamos uma

prevaléncia de 92% de individuos soropositivos para HCMV (IgG positiva), achado este
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compativel com dados da literatura que apontam prevaléncia de infec¢ao pelo HCMV entre

80%-100% da populacdo brasileira [SUASSUNA et al, 1995; COSTA et al, 1999].

Tomando como base apenas a variagdo sorologica destes individuos,
observamos 2 casos de primo-infec¢cdo pelo HCMV nos pacientes previamente IgM/IgG
negativos por ocasido do transplante e que receberam rim de doador positivo. No periodo
pOs-transplante a andlise soroldgica, nao foi utilizada como ferramenta isolada para
diagnéstico de infeccdo ativa, servindo como adjuvante diagndstico. Assim, baseados em
soroconversdo, obtivemos 4 pacientes de risco para reativacdo viral, com elevagdo dos

titulos de IgM.

Além da sorologia, também foram utilizados para a investigacao diagndstica da
infeccao ativa pelo HCMV a pesquisa de antigenos virais (antigenemia) e a pesquisa de
particulas virais em sangue periférico, através da reacdo em cadeia de polimerase (PCR).
Esta dltima, introduzida por SAIKI, et al (1988) para amplificacdo seletiva de seqiiéncia de
acido nucléico, tem sido de grande utilidade em um niimero cada vez maior de situacdes
clinicas, incluindo o diagnéstico de doengas infecciosas variadas, incluindo o HCMV

[DENLER et al, 1988 ¢ SHIBATA et al, 1988].

A PCR ¢ um método riapido (4-6 horas), especifico e extremamente sensivel
[THE et al, 1990], sendo um indicador precoce da infec¢gdo por HCMV
[EINSELE et al, 1991]. Uma maior sensibilidade do método pode ser obtido através da
realizacdo da “Nested’-PCR” [PORTER-JORDAN, 1990; XU et al, 1993;
BRAINARD et al, 1994; FOX et al; 1995], que ¢ um procedimento confidvel e sensivel,
podendo ser bastante util na identificacio da infec¢do ativa por HCMV
[AQUINO & FIGUEIREDO, 2001]. Entretanto, em razdo da alta sensibilidade desta
técnica, 0o HCMV também pode ser detectado em um nimero substancial de pacientes que

ndo progridem para doenga [BOECKH et al, 1997].

Estudo anterior, realizado no Hospital de Clinicas da Unicamp em um grupo de
48 transplantados renais, e que foi utilizado como populacdo base para o presente estudo, a
infeccao ativa por HCMV foi identificada em 34 (71%) receptores de transplante renal, que

foram classificados como apresentando infecc¢do ativa. Destes, PCR positiva para HCMV

Discussdo

100



ocorreu em mais de 2 dosagens sequenciais, e em 18/34 casos (53%), foi o Unico teste que
resultou positivo para a infecgdo ativa pelo HCMV. Os 14 receptores restantes (29%),
assintomdticos durante todo o acompanhamento, ndo apresentaram PCR positiva para
HCMYV [FIORAVANTI, 2001], resultando em sensibilidade e especificidade do método de
100% no grupo analisado, comparavel aos dados de literatura

[TANABE et al, 1996; THE et al, 1992].

A revisdo dos prontudrios destes pacientes mostrou que a maioria das infec¢oes
por HCMYV, tanto nos pacientes com infec¢cdo primdria, quanto nos pacientes previamente
soropositivos, ocorreu nos dois primeiros meses pOs-transplante. Estes achados confirmam
as observacdes de outros pesquisadores, que relataram raras as infeccoes por HCMV a
partir do quarto més pos-transplante [THE et al, 1992; TANABE et al, 1996; BOECK e
BOIVIN, 1998].

Estudos recentes tem sugerido que, devido a grande homologia entre os
betaherpes virus, a co-infec¢do entre HCMV, HHV6 e HHV7 possa ter impacto na
apresentacdo clinica, evolucdo e resposta terapéutica do HCMV apds o transplante de
orgdos. Baseado nestas informacgdes, optamos por selecionar, do grupo previamente
analisado, aqueles pacientes que desenvolveram infeccio ativa pelo HCMV
(a partir dos resultados de Nested-PCR HCMYV) e pesquisar a prevaléncia de HHV6 como

co-infecg¢do, utilizando a mesma técnica.

A prevaléncia de HHV6 em populagdes de transplantados renais é bastante
varidvel. Estudos sorolégicos demonstraram presenga de IgG para HHV6 em cerca de 89%
dos receptores antes do transplante renal e hepdtico [DEBORSKA et al., 2002;
DOCKRELL et al, 1999]. O virus permanece latente na populagdo geral, habitualmente em
tecido linféide, células gliais e em células de trato respiratério, podendo sofrer reativagao
em presenca de imunossupressdo. A reativacdo da infec¢do pelo HHV6 tem sido sugerida
por alguns autores como um fator de risco adicional ao desenvolvimento de infec¢do pelo
HCMV [JEFFREY et al., 1998]. De forma semelhante, a infec¢do primdria pelo HHV6
caracterizaria pacientes de risco para ocorréncia de infec¢do flngica, uma vez que a
infeccio pelo HHV6 reduz a capacidade proliferativa de linfécitos CD4, deprime a

secrecdo de IL-2 e o perfil de citocinas do hospedeiro, deprimindo a resposta imune celular
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[DOCKRELL et al, 1999]. A investigacdo sorolégica do HHV6 em receptores de
transplantes de orgdos, seria, assim, importante no acompanhamento de pacientes
sintomdticos, especialmente na auséncia de positividade na pesquisa de outros agentes

infecciosos, como o HCMV, Epstein Barr e Herpes simplex virus.

Além da investigacdo soroldgica, outra forma de avaliar a infec¢do pelo HHV6
em populacdes seria a detec¢do de particulas virais através da PCR em sangue periférico
e/ou soro. Estudo preliminar realizado numa populacdo de transplantados renais estaveis
mostrou que estes pacientes apresentavam uma prevaléncia de PCR positiva em sangue 3
vezes superior a da populacdo controle da mesma regido (HHV6 positivo, 36% versus 11%,
tx renais versus controle normal, p<0.01) [MAZZALI et al, 2004]. Estudo de PCR para
HHV1 na mesma populacdo ndo demonstrou diferenca na prevaléncia entre normais e
transplantados. Entretanto, no presente estudo, a positividade para HHV6 foi da ordem de
80%, com deteccdo de particulas virais pela Nested PCR em média 45 dias apds o
transplante renal. Esta alta positividade pode ser explicada pela selecdo dos pacientes
incluidos, que apresentavam necessariamente PCR positiva para HCMV no periodo

analisado.

Estudos anteriores sugerem que a co-infec¢do de HHV6 com HCMV aumenta o
risco de infec¢do sintomdtica pelo HCMV [OSMAN et al., 1996; DESJARDIN et al.,
1998]. Herbein et al, (1996), relataram que os sintomas clinicos atribuidos a infec¢do pelo
HCMV sdao mais severos em receptores de transplante quando ocorre infecg¢do
concomitante com HHV6. Chapman et al., relataram que a combinacdo da infeccao HHV6
e HCMV pos transplante esteve associada com sindrome clinica da doenca por HCMV.
Dockrell et al, (2003) mostrram que a soroconversdo de HHV6 foi um marcador para
doenca pelo HCMV pés-transplante de figado, independente de outros fatores de risco para
infecdo sintomdtica de HCMV. Entretanto, Pacsa et al., (2003), analisando 107 receptores
de transplante renal, ndo observaram maior severidade da sintomatologia de HCMV entre

os pacientes que também apresentavam PCR positiva para o HHV6.

Na presente série, apesar da baixa freqiiéncia de pacientes HHV6 negativos
(n=5) em pacientes com HCMV positivos, durante todo o periodo de estudo, ndo

observamos nenhuma manifestacao clinica relacionada a infec¢do pelo HCMV, sendo que
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apenas 2/5 receptores apresentaram leucopenia isolada como unico possivel sintoma de
infeccao por HCMV. Nenhum paciente com PCR negativa para HHV6 necessitou de

tratamento para a infec¢do pelo HCMV.

Dos 20 receptores com PCR positiva para HHV6, 30% (6/20) foram
assintomdticos e 30% (6/20) apresentaram leucopenia isolada, ndo configurando infec¢ao
clinicamente manifesta. Entretanto, 40% (8/20) dos pacientes apresentaram sintomatologia

sist€émica, antigenemia positiva e necessidade de tratamento antiviral (Ganciclovir IV).

Quando os pacientes foram comparados, de acordo com a presenca de
HHV6-PCR positiva, ndo observamos diferencas significativas entre os grupos em relacao
as caracteristicas da doenca renal primdria, histérico de tratamento dialitico, caracteristicas
do transplante nem na sorologia prévia para o HCMV. A distribuicdo da doenga pelo
HCMYV, entretanto, apresentou forma sintomdtica apenas nos pacientes HHV6 positivos.
Viremia pelo HCMV assintomdtica ou manifesta por leucopenia isolada nao diferiu entre os

grupos com e sem HHV6.

Também ndo foi observada diferenca no tempo de deteccdo de viremia pelo
HCMYV de acordo com as diferentes apresentacdes clinicas, ocorrendo em média 42 dias
apo6s o transplante. Naqueles pacientes onde foi detectado o HHV6, a viremia precedeu o
aparecimento do HCMV em cerca de 2 semanas, concordante com relatos anteriores

[HERBEIN et al., 1996, DESJARDIN et al., 1998]

Alguns estudos sugerem que a infeccao pelo HHV6 possa atuar como fator de
risco para desenvolvimento de nefropatia cronica do enxerto, por efeito citopético direto
[HOSHINO et al. 1995] ou pelo favorecimento de episddios de rejei¢do aguda, através do
aumento de producdo de interferon o [KIKUTA et al., 1990], interleucinas e fator de
necrose tumoral oo [FLAMAND et al., 1995]. Tendo como base estas hipéteses, avaliamos a
funcdo renal destes pacientes durante o quadro de viremia e a evolug¢do a longo prazo

(5 anos de acompanhamento).

Por ocasido da viremia pelo HCMV, ndo observamos diferenca estatisticamente

significante nos niveis séricos de creatinina entre os grupos (HHV6 positivo e negativo).
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Entretanto, durante a evolugdo, observamos que o grupo HHV6 negativo manteve fungao
renal preservada durante todo o periodo de acompanhamento, com creatinina sérica em
média de 1.3 mg/dl. Em contraste, o grupo com HHV6 positivo apresentou deterioragao
progressiva da funcdo renal, com creatinina sérica de 2.5mg/dl ao final de 5 anos de
acompanhamento (p<0.05). A evolu¢do da funcdo renal ndo diferiu entre os pacientes com

HCVM/HHV6 tratados ou nao.

Apesar da pior evolu¢do da funcdo renal nos pacientes HHV6 ao final de 5
anos, ndo encontramos um fator de risco para esta ocorréncia, ja que nao houve diferenca
na ocorréncia de episodios de rejeicao aguda diagnosticados por biopsia entre os grupos.
Algumas hipdteses para esta deterioracdo progressiva da func¢do renal podem ser
levantadas, entre as quais a redu¢do da medicacdo imunossupressora durante a infec¢ao
sintomdtica, pelo HCMV, que poderia facilitar a ocorréncia de episddios de rejeicdo
subclinica. Outra hip6tese, seria nos casos sem manifestacao clinica, a possibilidade de que
o HHV6 atuaria apenas como um marcador de “over-imunossupressao”, favorecendo o
desenvolvimento de nefrotoxicidade, especialmente pela ciclosporina
(HOSHINO et al, 1995). Uma ultima hipétese, também nao demonstrada, seria a sugerida
por HOSHINO et al, (1995), de efeito citopatico direto do HHV6 em células tubulares, que
poderia ser demonstrado apenas através de pesquisa do antigeno viral em fragmentos de

biopsia.

Em resumo, na presente série, observamos uma alta prevaléncia de HHV6 em
receptores de transplante renal com viremia pelo HCMV. A co-infeccdo entre
HCMV/HHV6 esteve associada com maior ocorréncia de sintomatologia clinica e
necessidade de tratamento com antivirais e também com pior funcdo do enxerto a longo
prazo. Estudos prospectivos e com casuistica maior permitirdo determinar se a presenca de
HHV6 constitui um risco adicional para os receptores de transplante renal ou pode ser

considerado apenas como uma consequéncia do aumento do estado de imunossupressao.
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. Infeccdo pelo HHV6, detectada através da Nested PCR, foi de 80% na
populacdo estudada. Esta alta freqiiéncia pode ter sido influenciada pelo
critério de inclusdo do presente estudo, que considerava a necessidade de

viremia para HCMV durante o acompanhamento.

. Viremia para HHV6 e HCMV foi observada em 80% dos pacientes
analisados. A viremia para HHV6 precedeu a viremia pelo HCMV em cerca

de duas semanas, concordante com descri¢des anteriores.

. Viremia assintomdtica pelo HCMV ndo diferiu entre os pacientes com ou

sem viremia para HHV6.

. Infeccdo ativa pelo HCMV, com necessidade de terapia anti-viral foi
observada apenas nos pacientes com viremia para HHV6, sugerindo que a

co-infec¢do possa agravar a infeccdo pelo HCMV.

. Os pacientes que apresentaram co-infeccilo HCMV/HHV6 evoluiram com
pior funcdo renal apés 5 anos de acompanhamento que aqueles que nao a
apresentaram HHV6 positivo. Esta perda de funcdo renal pode ser
conseqiiéncia tanto de rejeicdes agudas subclinicas, como de toxicidade

pelos imunossupressores ou pelo préprio HHV6.
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TAMPAO TKM1
10mM TRIZ-HCI pH 7,6
10mM KCl

10 mM MgCl,

20 mM EDTA

Diluido em dgua bi-destilada

TAMPAO TKM2
10mM TRIZ-HCI pH 7,6
10mM KCl

0,4 M NaCl

10 mM MgCl,

20 mM EDTA

Diluido em 4gua bi-destilada
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Pacientes com todas as amostras negativas para HHV6

Paciente n° 5

Data Tx: 11/08/99

Datas C L Plq. AST | ALT CMV HHVe
R- 1 R-2
22/09/99 (+42) 1,63 8140 191000 16 40 - - -
07/12/99 (+118) 1.4 6080 147000 17 28 + - -
12/01/00 (+154) 1,54 5660 185000 18 30 - - -
1 ano 14/08/00 1,65 5190 18 30
3 anos 03/09/02 1,77 5370 170000 22 34
Atual 10/11/04 1,55 5610 187000 25 35
Paciente n° 11 Data Tx: 05/11/99
Datas C L Plq. AST | ALT CMV HHV6
R-1 R-2
07/12/99 (+26) 0,74 15100 15 15 - - -
25/01/00 (+75) 0,68 13100 + - -
04/04/00 (+139) 0,89 9820 13 09 - - -
1 ano 05/12/99 0,78 10800 204000 16 09
3 anos 12/11/02 1,06 12670 11 11
Atual 03/03/05 0,82 10420 229000 19 11
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Paciente n° 13

Data Tx: 07/12/99

Datas C L Plq. AST | ALT CMV HHVe6
R-1 R-2

25/01/00 (+49) 0,96 11040 242000 13 17 - - -
15/03/00 (+99) 1,12 7120 270000 09 06 + - -
12/04/00 (+127) 1,32 6240 246000 14 13 - - -
1 ano 11/12/00 1,1 7230 23700 14 13
3 anos 23/10/02 1,62 6310 14 12
Atual 19/11/04 1,39 6300 244000 16 19
Paciente n° 14 Data Tx: 08/02/00

Datas C L Plq. AST | ALT CMV HHVe6

R-1 R-2

01/03/00 (+22) 1,71 3460 266000 19 17 - - -
27/03/00 (+48) 1,23 4000 23 25 + - -
03/04/00 (+55) 1,08 4470 18 23 - - -
1 ano 20/02/01 1,55 6970 133000 34 14
3 anos 12/03/03 1,38 6700 15 19
Atual 13/12/04 1,24 8840 190000 15 13
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Paciente n° 28

Data Tx: 27/07/00

Datas C L Plq. AST | ALT CMV HHV6
R-1 R-2
03/08/00 (+7) 8,7 5310 153000 10 03 - - -
09/08/00 Bx NTA
22/08/00 (+26) 3,5 4930 162000 12 06 + - -
02/10/00 (+65) 1,29 7340 18 15 - - -
1 ano 08/08/01 1,7 5410 20 19
3 anos 01/08/03 1,36 6720 209000 18 12
Atual 18/10/04 1,44 6820 207000 22 21
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Pacientes com PCR positiva para HHVé6 antecedendo a PCR para HCMV

Paciente n° 1

Data Tx: 08/06/99

Datas C L Plq. AST | ALT CMV HHV6
R-1 R-2
11/08/99 (+64) 0,98 9500 297000 15 12 - + +
29/09/99 (+113) 1,04 6460 290000 11 10 + + +
29/11/99 (+174) 1,32 6860 280000 10 09 - + +
1 ano 07/00 1,46 5780 216000 10 17
3 anos 07/02 1,81 10610 190000
Atual 21/01/05 1,27 8840 241000 23 31
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Paciente n° 2

DataTx: 26/06/99

Datas C L Plq. AST | ALT CMV HHVe6
R-1 R-2
08/07/99 (+12) 10,87 7860 233000 22 09 + + +
08/07/99 Bx NTA + RCA (leve/moderada)
19/07/99 Bx NTA + hemdceas em intertiscio + infiltrado linfocitario
17/08/99 (+52) 1,33 7400 193000 36 18 + - -
21/09/99 (+87) 1,66 8390 218000 - + +
13/10/99 Ganciclovir IV
1 ano 17/07/00 2,08 8640 230000 18 15
3 anos 17/06/02 1,53 6870 177000
06/10/04 Bx NTA + RCA Banf II + nefropatia cronica do enxerto
Atual 01/04/05 2,6 7820 288000
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Paciente n° 3 Data Tx:26/06/99
Datas C L Plq. AST | ALT CMV
13/07/99 Bx NTA + RCA
22/07/99 (+26) 6,7 6890 198000 35 82 -
05/08/99 Bx NTA + Febre
10/08/99 (+45) 2,79 4750 129000 13 04 +
5/10/99 (+101) 1,47 7650 190000 19 09 -
1 ano 06/00 2,33 6130 19300 23 13
3 anos 10/06/02 3,58 5340 17 09

Perda progressiva da fungao renal
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Paciente n° 7

Data Tx: 22/08/99

Datas C L Plq. AST | ALT CMV HHVe
R-1 R-2
31/08/99 (+9) 9.9 8540 118000 02 15 - + +
31/08/99 RCA Banf II
21/09/99 (+30) 7,56 5940 132000 36 19 + + -
21/09/99 Bx NTA

24/09/99 Suspendeu Aza por leucopenia

22/11/99 (+92) 1,55 10600 138000 11 27 - + +
1 ano 09/00 1,81 13700 163000 17 13
3 anos 05/02 1,25 12750 171000 15 15
Atual 03/05 1,66 11090 160000 14 12
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Paciente n° 8

Data Tx: 21/09/99

Datas C L Plq. AST | ALT CMV HHVe6
R-1 R-2
30/09/99 (+09) 1,26 12900 252000 13 16 - + -
16/11/99 (+52) 1,22 2110 149000 43 23 + + +
07/12/99 (+73) 1,81 4270 122000 2,5 14 - - +
1 ano 02/10/00 1,83 10300 180000 16 09
3 anos 16/09/02 24 11910 166000 18 09
Atual 15/10/04 4,52 7240 249000 13 10

IgG/IgM (CMV) negativos no pré-tx

Profilaxia com Ganciclovir IV
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Paciente n°12

Data Tx: 15/02/00

Datas C L Plq. AST | ALT CMV HHVe6
R-1 R-2
27/03/00 (+41) 0,97 8350 478000 15 21 + + -
09/05/00 (+84) 1,42 4800 13 14 + + +
23/05/00 Herpes Zoster
29/05/00 (+104) 1,3 3910 358000 13 12 - - -
29/05/00 Aciclovir + Ganciclovir IV
1 ano 13/02/01 2,1 11320 300000 11 19
29/06/01 Bx Nefropatia cronica do enxerto
3 anos 03/04/03 2,95 4570 205000 16 25
Atual 13/10/05 2,18 10610 306000 19 19
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Paciente n°18

Data Tx:28/04/00

Datas C L Plq. AST | ALT CMV HHVe6
R-1 R-2
09/05/00 (+13) 6 9580 146000 15 01 - + -
09/05/00 Bx NTA + RCA boderline
23/05/00 (+27) 4,5 6980 206000 11 05 + + -
06/09/00 (+131) 0,9 6640 171000 - + +
1 ano 13/06/01 1,15 10800 204000 11 17
3 anos 16/04/03 1,17 6280 26 28
Atual 17/12/04 1,19 5680 144000 46 54
Paciente n° 21 Data Tx:01/08/00
Datas C L Plq. AST | ALT CMV HHVe6
R-1 R-2
08/08/00 (+7) 1,72 16050 251000 27 13 - + -
22/08/00 (+21) 22 16710 577000 19 14 + + -
05/09/00 (+34) 1,05 10980 304000 - + -
1 ano 09/01 1,22 11960 35 34
3 anos 09/03 1,26 9810 30 33
Atual 24/01/05 1,34 14240 273000 20 20
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Paciente n° 24

Data Tx:26/07/00

Datas C L Plq. AST | ALT CMV HHVe6
R-1 R-2
15/08/00 (+19) 4,41 4910 270000 19 12 - - +
24/08/00 Bx NTA Banf I
03/09/00 Ganciclovir IV
05/09/00 (+40) 1,54 5290 240000 15 26 + - +
23/10/00 (+87) 1,29 9160 242000 13 14 + - -
1 ano 24/07/01 2,0 8770 15 13
3 anos 21/07/03 1,73 6160 225000 17 14
Atual 04/02/05 1,69 5780 252000 18 68
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Pacientes com PCR positiva para HHV6 concomitante a PCR para HCMV

Paciente n ° 4

Data Tx:13/07/99

Datas C L Plq. AST | ALT CMV HHVe6
R- 1 R-2
09/08/99 (+27) 0,9 13300 223000 13 10 - - -
24/08/99 (+42) 0,94 11000 143000 16 10 + + +
24/08/99 Antigenemia positiva
03/09/99 Ganciclovir IV
21/09/99 (+70) 0.8 6880 166000 24 45 - + +
1 ano 06/00 1,6 4610 330000
20/03/02 Bx NTA + nefropatia crénica do enxerto
3 anos 22/07/02 2,04 12470 193000 14 15
Atual 21/01/05 1,61 11530 185000 17 15

IgG/IgM (CMV) negativo no pré-transplante

Fez profilaxia com ganciclovir IV
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Paciente n° 6 Data Tx:11/08/99

Datas C L Plq. AST | ALT CMV HHV6
R-1 R-2
26/08/99 (+15) 2,69 9470 278000 19 22 - - -
08/09/99 (+28) 1,48 6000 192000 19 29 + + -
26/10/99 (+76) 1,36 7460 186000 13 11 - - +

02/12/99 Bx Nefrotoxicidade por Ciclosporina

02/08/02 Bx Banf II-III Hemodialise

1 ano 03/08/00 5,92 7011 143000

Perdeu Nefropatia

Anexos

140




Paciente n° 14

Data Tx:30/03/00

Datas C L Plq. AST | ALT CMV HHVe6
R-1 R-2
06/04/00 (+07) 3,59 8920 160000 16 02 - - -
15/04/00 Ganciclovir por Leucopenia
18/04/00 (+19) 2,25 1180 27000 17 37 + + -
18/04/00 Antigenemia positiva
02/05/00 (+33) 1,1 4550 288000 13 16 - - -
1 ano 27/03/01 1,2 5700 221000 15 09
3 anos 10/03/03 2,14 5610 263000 22 09
Atual 19/01/05 2,3 7380 311000 17 11
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Paciente n° 17

Data Tx: 17/04/00

Datas C L Plq. AST ALT CMV HHVe6
R-1 R-2
25/04/00 (+08) 7,66 9890 164000 25 03 - - -
09/05/00 (+22) 1,42 10670 195000 15 15 + - +
08/06/00 (+52) 1,02 8000 155000 14 18 - + +
1 ano 03/01 1,45 6320 193000 22 20
3 anos 28/05/03 1,6 6140 211000 20 09
Atual 26/01/05 1,5 9560 208000 20 15
Paciente n°19 Data Tx: 05/06/00
Datas C L Plq. AST | ALT CMV HHVe6
R-1 R-2
03/07/00 Leucopenia
31/07/00 (+57) 1,85 6960 142000 23 42 - - -
29/08/00 (+86) 1,3 4210 14 15 + + +
09/10/00 (+107) 1,06 4290 19 21 - - -
06/11/00 Leucopenia
1 ano 08/01 1,34 8530 161000 22 25
3 anos 05/03 0,9 6850 215000 24 26
Atual 29/11/04 0,87 8160 218000 21 17
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Paciente n° 20

Data Tx: 30/06/00

Datas C L Plq. AST | ALT CMV HHVe6
R-1 R-2
09/08/00 (+41) 2,1 4340 137000 58 104 - - -
09/08/00 Ganciclovir IV
11/08/00 Leucopenia
06/09/00 (+69) 1,17 9990 178000 29 29 + + +
25/10/00 (+118) 1,23 12730 153000 22 28 - - -
1 ano 04/07/01 1,7 8900 167000 21 24
3 anos 13/08/03 1,52 11150 156000 24 23
Atual 15/10/04 1,46 8150 147000 16 17
Paciente n° 22 Data Tx: 01/08/00
Datas C L Plq. AST | ALT CMV HHVe6
R-1 R-2
03/08/00 (+2) 3,22 14270 206000 16 12 - - -
15/08/00 (+14) 1,19 14060 518000 10 13 + + +
05/09/00 (+35) 0,78 9930 316000 28 48 - - -
1 ano 07/01 1,2 6370 276000 15 20
3 anos 07/03 0,99 5580 312000
Atual 03/12/04 1,02 6470 317000 16 14
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Paciente n° 25

Data Tx:18/08/00

Datas C L Plq. AST ALT CMV HHV6
R-1 R-2
22/08/00 (+4) 4,72 6300 165000 08 05 - - -
13/09/00 (+26) 1,15 8810 336000 26 42 + - +
11/10/00 (+54) 1,08 5610 279000 15 13 - + +
1 ano 25/09/01 1,26 6850 277000 14 11

3 anos 05/2003 RCA perdeu
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Pacientes com PCR positiva para HHV6 posteriormente a PCR para HCMV

Paciente n° 15

Data Tx:29/03/00

Datas C L Plq. AST | ALT CMV HHVe
R- 1 R-2
31/03/00 (+02) 5,9 12500 128000 30 57 - - -
14/04/00 Bx RCA banf III
18/04/00 (+20) 34 10980 199000 27 34 + - -
18/04/00 Antigenemia positiva
21/04/00 Bx RCA Banf I tubulite sem vasculite + NTA
23/04/00 Ganciclovir
09/05/00 (+41) 1,3 7470 200000 26 11 - + -

15/03/01 Bx RCA + Nefropa

tia cronica do enxerto

1 ano 28/03/01 1,93 19820 245000 13 30

3 anos 18/03/03 32 5940 20000 14 07
24/04/03 Bx Nefropatia + RCA banf II-III + NTA

Atual 20/02/04 5.8 9060 161000 22 14
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Paciente n° 16

Data Tx: 07/04/00

Datas C L Plq. AST | ALT CMV HHVe6
R-1 R-2
14/04/00 Leucopenia
18/04/00 (+11) 12,11 6260 216000 15 05 - - -
16/05/00 (+39) 2,52 5760 205000 10 14 + - -
13/06/00 (+67) 2,24 6120 - + +
1 ano 21/03/01 2,1 4870 212000 15 26
3 anos 18/03/03 3,05 7190 236000 15 14
17/11/04 Bx NTA + Nefropatia cronica do enxerto
Atual 12/01/05 3,69 8420 262000 11 11

Anexos

146




