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RESUMO

O Citomegalovirus é um dos principais agentes infecciosos causadores de
morbimortalidade em paciente transplantado. E um virus de soroprevaléncia superior
a 85% na populagao baiana e de incidéncia desconhecida em muitos centros de
transplante. O presente estudo objetivou monitorar a infeccdo ativa por CMV em
pacientes transplantados no estado da Bahia, descrevendo caracteristicas clinicas
da infeccédo e avaliando niveis plasmaticos da PCR e de citocinas pré-inflamatdérias,
Th1 e Th2 em diferentes momentos da infeccdo. Foram incluidos no estudo 87
pacientes submetidos ao transplante renal e 28 pacientes submetidos ao transplante
de células tronco hematopoiéticas (TCTH). A infeccao ativa por CMV foi monitorada
através do ensaio de antigenemia para pp65 e as dosagens plasmaticas da PCR e
das citocinas IFN-y, IL-17A, IL-10, IL-6, IL-4 e TNF-a foram realizadas por ensaio
turbidimétrico e por ensaio multiplex de citometria de fluxo, respectivamente. Os
pacientes submetidos ao transplante renal apresentaram incidéncia de 63,2% de
infeccdo ativa por CMV, diarreia e elevacao de creatinina sérica como 0s principais
sintomas associados e variagdo nos niveis plasmaticos da PCR e da IL-4 em
diferentes momentos da infeccdo. Nos pacientes submetidos ao TCTH, houve
incidéncia da infeccao ativa de 67,9%, febre e diarreia como os principais sintomas e
variagdo nos niveis plasmaticos da PCR, IL-17A, IFN-y e IL-4 em diferentes
momentos da infeccdo. Em conclusao, foi possivel observar que a infeccao ativa por
CMV ocorre em alta incidéncia nos pacientes submetidos ao transplante renal ou ao
TCTH no estado da Bahia, evidenciando a necessidade do monitoramento seriado
para o diagnédstico precoce e tratamento adequado dessa infeccdo. A variacdo dos
niveis plasmaticos da PCR e das citocinas supracitadas indica a participacao delas
na resposta imune sistémica contra o virus, além da possibilidade de serem
utilizadas como fatores preditivos na infecg¢ao.

Palavras-chave: Transplante renal. Transplante de medula 6ssea. Herpesvirus
humano 5. Diagndstico. Citocinas.
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ABSTRACT

Cytomegalovirus is a major infectious agents causative of morbidity and mortality in
transplant patients. It is a virus with seroprevalence higher than 85% in the Bahia
state population and with unknown incidence in many transplant centers. This study
aimed to monitor CMV active infection in transplant patients from Bahia state, Brazil,
describing clinical features of infection and evaluating plasma levels of CRP and pro-
inflammatory, Th1 and Th2 cytokines at different times of infection. Eighty seven
patients underwent renal transplantation and 28 patients undergoing hematopoietic
stem cell transplantation (HSCT) were enrolled in this study. The CMV active
infection was monitored by pp65 antigenemia assay and the plasma levels of CRP
and cytokines IFN-y, IL-17A, IL-10, IL-6, IL-4 and TNF-a were quantified by
turbidimetric immunoassay and multiplexed flow cytometric assay, respectively.
Patients undergoing renal transplantation showed CMV active infection incidence of
63.2%, diarrhea and elevated serum creatinine levels as the main symptoms
associated and variation in plasma levels of CRP and IL-4 at different times of
infection. In HSCT patients, the active infection incidence was 67.9%, fever and
diarrhea as the main symptoms and variation in plasma levels of CRP, IL-17A, IFN-y
and IL-4 at different times of infection. In conclusion, we observed that CMV active
infection occurs in high incidence among renal and HSCT transplant recipients from
Bahia state, which highlight the need of CMV serial monitoring for early diagnosis
and appropriate treatment of this infection. The change in plasma levels of CRP and
cytokines above indicate their participation in the systemic immune response against
the virus and the possibility of being used as predictive factors in the infection.

Keywords: Kidney transplant. Bone marrow transplant. Human Herpesvirus 5.
Diagnosis. Cytokines.
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1 INTRODUCAO GERAL

O Citomegalovirus (CMV) pertence a familia Herpesviridae, género
Citomegalovirus, sendo classificado como herpesvirus humano tipo 5 (HHV-5)
(SMITH, 1956; WELLER et al., 1957). Trata-se de um virus ubiquo, ou seja, esta
presente em todas as regides do mundo onde foi pesquisado, com prevaléncia
variando entre 40% e 100%, diretamente proporcional a idade e inversamente
proporcional as condigcdes socioecondmicas da populacdo (BATE et al., 2010;
CANNON et al., 2010; BEAM & RAZONABLE, 2012; RAMANAN & RAZONABLE,
2013).

A possibilidade de ser transmitido por diversas formas contribui para a ampla
disseminacgao do virus (BALE, 2012). Em varias partes do mundo, as autoridades de
saude manifestam preocupag¢dao com a infecgcdo por CMV, principalmente quando
ocorre em individuos considerados de “alto risco” de desenvolverem manifestagdes
clinicas graves. Esse grupo inclui pacientes imunodeficientes, recém-nascidos de
baixo peso ou pacientes transplantados (CROUGH & KHANNA, 2009).

O CMV é o mais importante agente infeccioso causador de morbimortalidade
em pacientes transplantados (KOWALSKY et al., 2013). O transplante consiste na
reposicdo de um o6rgao (p. ex., rim, figado, coracédo, pulmao) ou tecido (p. ex.,
medula 6ssea, 0ssos, cérneas) de uma pessoa doente (receptor) por outro 6rgéao ou
tecido normal de um doador vivo ou morto. Trata-se de um procedimento clinico-
cirirgico que se configura como uma alternativa terapéutica segura e eficaz para o
tratamento de diversas doencas, determinando melhoria na qualidade e na
expectativa de vida dos pacientes (PEREIRA et al., 2009). Entretanto, a
imunossupressao, a qual o paciente & submetido no periodo pré e pés-cirurgico,
favorece a ocorréncia da infecgao ativa por CMV (CROUGH & KHANNA, 2009).

A resposta imune celular € o principal mecanismo através do qual a
replicacdo viral € controlada (KHAN 2007). A doenca 6rgdo invasiva ocorre
principalmente em pacientes com profunda imunossupressao celular, como é o caso
de alguns transplantados. As células T CD8+ tém um papel essencial no combate a
infeccdo, além disso, alguns trabalhos evidenciam que o baixo numero de células T
CD4+ CMV-especificas € uma condicao preditiva para infeccao grave (SESTER et

al., 2005; WIDMANN, 2008). Ha controvérsias na literatura quanto ao perfil de



citocinas encontrado na resposta contra o CMV, alguns trabalhos destacam o papel
protetor das citocinas pro-inflamatérias ou de perfil Th1, enquanto outros estudos
apontam o perfil de citocinas Th2 como caracteristico da resposta a infeccdo (ESSA
et al., 2009; BERG et al., 2010).

A alta prevaléncia do CMV no Brasil ressalta a possibilidade frequente de
reativacdo da infeccdo latente durante o periodo pds-transplante, o que sugere a
importancia do monitoramento da infeccdo para o diagnostico precoce e para a
reducdo da morbimortalidade associada ao virus. Caracterizacdées clinicas e
laboratoriais desses pacientes podem contribuir para melhorar estratégias de
prevencao, diagnostico, monitoramento e tratamento da infecgdo por CMV.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ESTRUTURA VIRAL

O genoma do CMV é constituido por DNA fita dupla linear, contendo
aproximadamente 250.000 pb, que se organizam em pelo menos 165 genes
(STERN-GINOSSAR et al., 2012). O proteoma é complexo e inclui proteinas
regulatérias, estruturais, facilitadoras de evasdo da resposta imune e proteinas
moduladoras da transcricdo. A particula viral (virion) € dividida estruturalmente em
trés regides: Capsidio, Tegumento e Envelope (BRITT & BOPPANA, 2004;
TOMTISHEN, 2012; FISHMAN, 2013).

O Capsidio viral € uma estrutura icosaédrica composta principalmente por
cinco proteinas: UL86, UL48-49, UL85, UL46 e UL8O0. O virus alberga seu material
genético no interior do capsidio (BRITT & BOPANA, 2004; VARNUM et al., 2004).

O Tegumento viral € uma camada de revestimento amorfa que mantém a
associagao entre o envelope e o capsidio. Mais da metade de todas as proteinas do
virion esta localizada no tegumento, o qual é constituido principalmente pelas
proteinas fosforiladas pp71, pp150, pp28 e pp65 (TOMTISHEN, 2012). Depois que
sao inseridas no citoplasma celular, as proteinas do tegumento tornam-se
funcionalmente ativas para desempenharem papéis importantes em todos os

estagios do ciclo de vida viral, incluindo: entrada na célula, expressdao génica,



evasao imunolégica, montagem do virion e saida da célula (VARNUM et al., 2004;
KALEJTA, 2008).

A pp65 (fosfoproteina de 65 kD) é a proteina mais abundante no tegumento e
a principal constituinte da particula viral extracelular (CHEVILLOTTE et al., 2009).
Ela inibe a sintese de varios componentes envolvidos na resposta imunolégica do
hospedeiro, além de mediar tanto a diminuicdo da expressdo do complexo principal
de histocompatibilidade classe 2 (MHC-II) quanto a fosforilacao de proteinas virais, o
que dificulta a apresentacao dessas proteinas via MHC-I (ODEBERG et al., 2003;
TOMTISHEN, 2012). Por ser encontrada no nucleo da célula pouco tempo apés a
replicacdo viral, a deteccdo da pp65 tem sido utilizada para o diagnéstico e
monitoramento da infeccao ativa por CMV através de ensaios de imunofluorescéncia
(LANDRY & FERGUSON, 2000; LANDOLFO et al., 2003).

O Envelope viral é formado por complexos glicoprotéicos de ligacoes
dissulfidicas, divididos em gCl (gB), gCll (gM/gN) e gClll (gH, gL, gO). As
glicoproteinas gM e gN sao as mais abundantes do envelope e, junto com gH e gB,
sdo essenciais para a infectividade do CMV (BRITT & BOPANA, 2004).
Polimorfismos genéticos originam quatro diferentes variantes genémicas da proteina
gB (gB1, gB2, gB3, gB4), resultando em 4 (quatro) cepas distintas do CMV (CHOW
& DENNISON, 1991; NOVAK et al., 2008; DIEAMANT et al., 2013).

2.2 INFECCAO POR CMV: DEFINICOES

Na literatura ha definicbes discordantes para caracterizar as fases e os perfis
da infeccdo por CMV. Desse modo, serdo listadas abaixo as definigbes utilizadas
neste trabalho (LUUNGMAN et al., 2002; MATOS et al., 2011a).

e Infeccdo por CMV: denominagdo genérica que se refere a penetracdo do
virions viaveis em células do hospedeiro, independente do estagio ou tipo da
infeccéao.

e Soropositivo para CMV: designa individuo no qual foi detectada a presenca de
anticorpo anti-CMV de qualquer classe.

¢ Infecgdo Ativa por CMV: termo utilizado para evidenciar que o CMV estd em
fase de replicacdo em células do hospedeiro.

e Doenca por CMV: caracterizada por achados clinico-laboratoriais de leséo
orgao-invasiva associada a deteccao do CMV no érgao especifico através de



isolamento viral, evidéncia histopatolégica, analise imunohistoquimica ou por
hibridizacao in situ.

Antigenemia: € definida como a deteccao do antigeno pp65 em leucdcitos do
hospedeiro. A antigenemia positiva indica que o paciente esta com infeccéao
ativa por CMV.

Ensaio de Antigenemia para CMV: teste de imunofluorescéncia indireta que
detecta o antigeno pp65 no leucécito do hospedeiro infectado.

Viremia: periodo de multiplicagao viral, aferido através de isolamento do CMV
em fluidos biolégicos por técnicas de cultura celular tradicionais ou shell vial.
DNAemia: é a deteccdo do DNA do CMV em amostras de plasma, sangue total
ou leucécitos isolados do hospedeiro. A técnica mais utilizada para detectar a
DNAemia é a reacdo em cadeia da polimerase (PCR). A DNAemia positiva
indica que o paciente esta com infeccao ativa por CMV.

Infecgdo Primaria por CMV: designa a primeira vez que o individuo foi infectado
pelo CMV.

Infeccao Recorrente: é definida como uma nova infecgao ativa em um paciente
soropositivo para CMV cuja infeccéo ativa prévia fora detectada ha pelo menos
4 semanas. A infeccdo recorrente € resultado da reativacdo do virus latente
(end6gena) ou reinfeccao por outra cepa viral (exégena).

Reinfeccdo: designa nova infecgdo por cepa diferente da qual um individuo
soropositivo para CMV foi infectado originalmente. Baseado na glicoproteina B,
o CMV pode ser dividido em quatro cepas (gB1, gB2, gB3 e gB4). Por exemplo,
a reinfeccdo ocorre quando um individuo, previamente infectado por CMV de
gendtipo gB1, sofre nova infeccao por CMV de outra cepa que nao seja gB1.
Reativacao: designa detecgédo de infeccao ativa em paciente soropositivo para
CMV que cursava com infeccao latente.

Infeccao latente: ocorre em paciente soropositivo para CMV no qual o
monitoramente nao evidencia replicacdo viral, ou seja, paciente com
antigenemia ou DNAemia negativos.

Infecgao precoce por CMV: refere-se a ocorréncia de infecgao ativa por CMV
até o 100° dia ap6s o procedimento cirargico do transplante (até D+100).
Infecgao tardia por CMV: refere-se a ocorréncia de infecgdo ativa por CMV
apos o 100° dia do procedimento cirtrgico do transplante (apds D+100).



2.3 VIAS DE TRANSMISSAO E FATORES DE RISCO

A transmissdo do citomegalovirus pode ocorrer através de diversos liquidos
biolégicos, tais como saliva, sémen, secrecao vaginal, urina, leite materno; também
por via transplacentaria, por transfusdo sanguinea e por transplante de 6rgaos
sélidos (TOS) ou células tronco hematopoiéticas (TCTH) (TAYLOR, 2003; CROUGH
& KHANNA, 2009; BALE, 2012).

A infecgao primaria por CMV geralmente ocorre na primeira infancia ou na
adolescéncia (FOWLER & PASS, 2006). As creches sao locais propicios a
transmissdo na infancia pela presenca de muitas criancas vivendo em grupo, o que
facilita o contato com urina ou saliva infectada (HARVEY & DENNIS, 2008). Alguns
habitos durante a adolescéncia favorecem a transmissédo do CMV, como o
compartilhamento de copos de bebidas, beijos em diferentes parceiros, manuseio de
criangas, ambientes coletivos e inicio da atividade sexual (STADLER et al., 2010).

Em um adulto com infeccao ativa por CMV, a excrecao do virus, via fluidos
biolégicos, normalmente ocorre durante algumas semanas, entretanto, em criangas
ou adolescentes, a excrecao do virus nos fluidos pode demorar meses ou até anos,
0 que aumenta a possibilidade da transmissao viral, explicando por que 0 manuseio
de criancgas é fator de risco para a infeccao (HARVEY & DENNIS, 2008).

A relagéo sexual sem preservativo é a mais importante forma de transmissao
entre adolescentes e adultos jovens (STARAS et al.,, 2008). A iniciacdo sexual
precoce, o aumento de numero de parceiros sexuais e o histérico de doencas
sexualmente transmissiveis sdo fatores diretamente associados a elevacdo da
prevaléncia do CMV (STADLER et al., 2010).

Exposicdo a saliva ou a urina de recém-nascidos € a principal causa da
infeccdo por CMV em gestantes (SWANSON & SCHLEISS, 2013). A transmissao do
CMV de gestante, parturiente ou lactante para seu filho é denominada transmisséao
vertical. A transmissdo vertical pode ocorrer por meio de infeccdo congénita ou
perinatal. A infecgdo congénita ocorre via placenta, quando leucécitos maternos
infectados atravessam a placenta, através do corddao umbilical, e instalam-se no
epitélio tubular renal fetal, onde acontece a replicagdo do virus (LOH et al., 2006;
MATOS et al., 2011a). A infeccao perinatal pode ocorrer durante o trabalho de parto
ou no pos-parto. No trabalho de parto, a infeccao da-se por transfusao materno-fetal;
por acometimento das membranas amniéticas do corddao umbilical ou da placenta;

por aspiracao de liquido amni6tico contaminado, e ainda, por contato com sangue,



secregdes genitais ou saliva materna (TRINCADO & RAWLINSON, 2001). No pés-
parto, o aleitamento materno € a principal forma de contaminacdo (HAMPRECHT et
al., 2001). Apesar de o aleitamento materno ser uma importante forma de
transmissdo do CMV no pés-parto, a restricdo a amamentacdo ndo é uma pratica
utilizada, uma vez que os beneficios do aleitamento sdo superiores a possibilidade
de o recém-nascido apresentar sintomas clinicos graves apés a aquisicao do CMV
via amamentacao (TAYLOR, 2003).

O CMV é o principal agente infeccioso causador de problemas auditivos e
anormalidades neurolégicas em criancas (CHEERAN et al.,, 2009; SWANSON &
SCHLEISS, 2013). O risco e a gravidade da doenca por CMV sédo maiores quando
ocorre infeccdo primaria em gestante soronegativa durante o primeiro trimestre de
gravidez. A reativacdo durante a gravidez também causa infeccdo congénita
sintoméatica, entretanto, o risco é menor, ja que existem anticorpos maternos que
inibem a transmissao intrauterina (CROUGH AND KHANNA, 2009).

O envelope lipidico do CMV ¢é facilmente degradado pela maioria dos
detergentes, sabdes ou alcoois, de modo que a utilizacdo desses produtos é uma
forma eficiente de inativar o virus no ambiente (CANNON & DAVIS, 2005). Alguns
trabalhos apontam que habitos de higiene, como lavar as maos, por exemplo,
podem reduzir consideravelmente a transmissdo do CMV, principalmente em
ambiente com muitas criancas (TAYLOR, 2003; HARVEY & DENNIS, 2008).

A transfusdo sanguinea também é um importante fator de risco para a
infeccdo por CMV, principalmente por que a sorologia para esse agente nao faz
parte dos exames realizados em todas as bolsas de sangue nos hemocentros
brasileiros. Entretanto, a legislacdo brasileira obriga a transfusdo de
hemocomponente soronegativo ou com reducdo de leucécitos para pacientes
considerados com “alto risco” de desenvolverem doenga grave por CMV, a exemplo
dos soronegativos submetidos ao transplante de 6rgaos e dos recém-nascidos com
peso inferior a 1,2 kg de maes soronegativas ou com resultado sorolégico
desconhecido (BRASIL, 2010). A prevaléncia do CMV é diretamente proporcional a
quantidade de unidades transfundidas, o que ressalta a necessidade de atencéo
com pacientes politransfundidos (HARMENING, 2006; MATOS et al., 2011b).

Outra forma de transmissao do CMV é o transplante de érgaos sélidos ou de
medula éssea. O perfil sorolégico do doador (D) e do receptor (R) € um importante
fator de risco para a infeccdo. As consequéncias mais graves ocorrem quando ha



infeccdo primaria no pés-transplante, contexto associado a combinacdo doador
soropositivo (D+) / receptor soronegativo (R-) (ZHOU et al., 2009; BATAILLE et al.,
2010).

O transplante realizado entre D+/R- permanece sendo o principal fator de
risco associado a infecgdo ativa, doenca ou até mortalidade por CMV no periodo
poés-transplante (HEREDIA et al., 2014). Ljungman e cols. (2003) evidenciaram que
o transplante entre D+/R+ estava associado ao aumento de 5 anos na sobrevida dos
pacientes e a reducdo da mortalidade no pés-transplante quando comparado ao
transplante entre D+/R-.

Em pacientes transplantados com células tronco hematopoiéticas (TCTH), os
fatores de risco para o desenvolvimento da infec¢do ativa por CMV contemplam:
idade avancada; doador ndo aparentado; transplante de células de cordao umbilical;
irradiacdo corporal total; regime de condicionamento mieloablativo; quimioterapia
com fludarabina, globulina antitimocitaria ou alemtuzumabe; doenga do enxerto
contra o hospedeiro (DECH); baixas contagens de células T CD4+; dentre outros
(HEREDIA et al., 2014). Jang e colaboradores (2012) evidenciaram que o risco de
uma infec¢do assintomatica progredir para doencga citomegalica estd associado a

carga viral inicial, a leucopenia, a neutropenia e ao tempo de detecc¢ao da viremia.

2.4 EPIDEMIOLOGIA

A prevaléncia da infecgdo por CMV varia entre 30% - 100% nas diversas
localidades ao redor do mundo, sendo diretamente proporcional a idade e
inversamente proporcional ao nivel socioeconémico da populacdo (AHMED et al.,
2006; KHAN, 2007; CROUGH & KHANNA, 2009; BEAM & RAZONABLE, 2012).

O CMV ¢é considerado a causa de infeccdo congénita mais frequentemente
observada, ocorrendo em 0,2% a 2,2% de todos os recém-nascidos (BUONSENSO
et al., 2012). Nos Estados Unidos da América (EUA), a prevaléncia dessa infeccao
congénita € de 0,7%, significando que, por ano, 30.000 recém-nascidos sao
infectados por CMV de forma congénita. Oitenta por cento (80%) desses neonatos
sao assintomaticos e permanecem assim (BRISTOW et al., 2011; CDC, 2013).

O risco de transmissdo do CMV para o feto, em caso de infecgdo primaria
durante a gestacao, é de 30-50%, entretanto, em caso de infeccao recorrente, esse
risco cai para 2%. Um estudo observou que em um total de 604 recém-nascidos de
maes soronegativas para CMV antes da gravidez, 3% desenvolveram infeccéao



congénita, enquanto, dos 2.857 recém-nascidos de maes que ja eram soropositivas
para CMV, a infec¢do congénita ocorreu em 1% dos casos (HARVEY & DENNIS,
2008).

Existem poucos estudos que descrevem a prevaléncia para CMV na
populacdo brasileira, porém, dentre os existentes, todos observaram alta
soroprevaléncia. No que se refere a infecgdo congénita no Brasil, os dados
publicados evidenciaram ocorréncia entre 0,8% a 1,08% (MIURA et al., 2006;
PINHATA et al., 2009). Entretanto, ha relato de uma unidade de tratamento intensivo
para neonatos onde a prevaléncia chegou a 6,8% (SANTOS et al., 2000).

Outros trabalhos mostraram que a soroprevaléncia para CMV varia entre 60%
e 95% em diferentes grupos populacionais brasileiros (SUASSUNA et al., 1995;
ALMEIDA et al., 2001; MATOS et al., 2010; SOUZA et al., 2010; MATOS et al.,
2011b). Almeida e cols. (2001) observaram soroprevaléncia de 60% e destacaram
que a infeccao primaria tem picos de ocorréncia principalmente aos 5 meses de vida
e aos 19,8 anos. Yamamoto e cols. (2007) caracterizaram gestantes soropositivas
para CMV de acordo a variante gendmica da glicoproteina B (gB), verificando uma
distribuicado genotipica de gB1 (21,6%), gB2 (46%), gB3 (27%), gB4 (0%) e duas
pacientes (5,4%) estavam infectadas por multiplos genétipos.

Matos e cols. (2010 e 2011b) observaram soroprevaléncia para CMV de
87,9% e 89,4% em doadores de sangue e em pacientes com doencas
hematoldgicas no estado da Bahia, respectivamente. Nos doadores de sangue, a
prevaléncia do CMV foi diretamente proporcional a idade, além de ter sido maior em
mulheres (94,7%) do que em homens (84,6%) (MATOS et al., 2010). Nos pacientes
com doencga hematoldgica, a prevaléncia foi diretamente proporcional a idade e ao
numero de hemotransfusdes realizadas (MATOS et al., 2011b).

O CMV é historicamente um importante agente de morbidade em pacientes
transplantados tanto de érgaos sélidos (figado, rim, pulmao, coracdo) quanto de
células tronco hematopoéticas (KOWALSKY et al., 2013; HEREDIA et al., 2014). Em
localidades onde a soroprevaléncia para CMV ¢é alta, muitos pacientes
transplantados ja sdo soropositivos e 0 impacto do CMV no periodo pés-transplante
€ devido a infeccao recorrente, principalmente a reativagéao (LIU et al., 2012).

A incidéncia de infecgdo recorrente por CMV no periodo pés-transplante,
principalmente nos trés primeiros meses, é estimada em 54-92% em pacientes

transplantados com pulméao, 60-100% em transplantados com rim ou figado e 40-



90% em transplantados com células tronco hematopoiéticas (SCHROEDER et al.,
2007; PERES et al.,, 2010; KOWALSKY et al., 2013; HEREDIA et al.,, 2014;
RAZONABLE & HAYDEN, 2013).

2.5 IMUNOLOGIA DA INFECCAO

A defesa imunoldgica contra a infeccdo por CMV é constituida por
mecanismos de reposta imune inata e adaptativa, com papel central das células T
CD8+ e CD4+, mas com participagcdao importante de células NK, células T yo,
macréfagos, neutréfilos e anticorpos especificos (KHAN, 2007; CROUGH &
KHANNA, 2009).

Além do importante papel na defesa primaria contra a infeccao por CMV, a
resposta imune inata contribui para o inicio da imunidade adaptativa. O CMV é
reconhecido através de padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPSs),
ativando receptores do tipo Toll (TLR’s) presentes na membrana plasmatica,
citoplasma e carioteca de varias células, o que induz tanto a secrecao de citocinas
inflamatérias quanto a expressdao de moléculas co-estimulatérias como o CD80 e
CD86, importantes para a resposta imune adaptativa (BOEHME & COMPTON,
2004). Em camundongos infectados com o CMV, foi observado que os receptores
TLR9 e TLR3 desempenham papel critico na imunidade inata (TABETA et al., 2004).
Em humanos, o heterodimero TLR2/TLR1 atua como sensor de ativacdo para a
secrecao de citocinas inflamatérias na resposta inata contra o CMV (BOEHME et al.,
2006).

As células NK tém papel importante no combate as infeccbes virais.
Deficiéncias na ativacao dessas células estdo associadas a infecgdes graves por
CMV, como foi observado em um paciente cuja alta expressdo de um inibidor de NK
desencadeou o aparecimento de doenca citomegalica recorrente (GAZIT et al.,
2004; KHAN, 2007). Além do mais, a transferéncia adotiva de células NK tem se
mostrado eficiente para garantir protecao contra o CMV (CROUGH & KHANNA,
2009).

A resposta imune celular € o mecanismo mais eficiente de controle da
replicacao viral. A doenga grave por CMV ocorre principalmente em pacientes com
profunda imunodeficiéncia celular (SYLWESTER et al., 2005). O desenvolvimento de
linfécitos T citoliticos (CTLs) CMV-especificos apds transplante de medula 6ssea
tem sido relacionado a protecédo e a recuperacéo do paciente (LOETH et al., 2012).
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De modo semelhante, no periodo pés-transplante de érgaos sélidos, a resposta
imune baseada em células T CD8+ geralmente limita a viremia e protege contra a
doenca 6rgao invasiva (KHAN, 2007; CROUGH & KHANNA, 2009).

A proporcao de células T CD8+ comprometidas com a resposta CMV-
especifica é grande quando comparada ao que ocorre em resposta a outros virus, a
exemplo do Epstein-Barr virus (JIN et al., 2000). CTLs CMV-especificos aparecem
em frequéncia superior a 1% do total de CTLs, podendo chegar até 40%
(GILLESPIE et al., 2000). A pp65 é o principal alvo identificado, correspondendo a
70-90% dos CTLs CMV-especificos (WILLS et al., 1996).

Apesar do papel central das células T CD8+ na infecgdo por CMV, muitos
trabalhos tém demonstrado a importancia de células T CD4+ para o controle da
infeccao. Evidéncias apontam que a persisténcia de niveis elevados de CTLs CMV-
especificos depende da presenca de células T CD4+ CMV-especificas (KHAN,
2007). Estudos em pacientes transplantados tém ratificado a participacdo das
células T CD4+ no combate a infeccao por CMV. Baixos niveis de células T CD4+
correlacionam-se com susceptibilidade a doenca por CMV em pacientes submetidos
ao transplante de pulmao (SESTER et al., 2005). Sinais e sintomas da infec¢ao por
CMV tém sido precedidos por aumento na viremia e por decréscimo nos niveis de
células T CD4+ CMV-especificas, sugerindo a possibilidade de que os niveis de T
CD4+ especificas sejam utilizados como marcadores preditivos de doenca por CMV
(SESTER et al., 2001; WIDMANN, 2008).

Uma caracteristica surpreendente é que a deficiéncia em células T CD4+
correlaciona-se com a eliminacao prolongada do CMV através dos fluidos corporais,
entretanto, 0 mesmo nédo é observado em casos de deficiéncia de células T CD8+
(CHEN et al., 2004; TU et al., 2004). Em pacientes imunossuprimidos, a presencga de
células T CD4+ CMV-especificas produtoras de IFN-y correlaciona-se fortemente
com a recuperacao pés-infeccao, enquanto a presencga de células T CD8+ sozinhas
foi insuficiente para controlar a replicacao viral (KHAN, 2007). As células T CD4+
CMV-especificas podem aparecer em frequéncia superior a 1% durante a infeccao
ativa, apresentando fenétipo de membrana diferenciado (CD57+CD27-CD28-) e
secretando altos niveis de IFN-y, TNF-a e MIP-18 (POURGHEYSARI et al., 2007).
Os antigenos pp65 e gB sao os alvos virais mais frequentes dessas células (KHAN,
2007).
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Muitos estudos descrevem a participacédo das citocinas durante a infeccéao por
CMV, principalmente IFN-y, IL-6, TNF-a, IL-4, IL-17 e IL-10. Foi observado que
gestantes soropositivas para CMV apresentam indices maiores de IL-6 e TNF-a do
que outras gestantes (ZHANG et al., 2008). Durante a miocardite murina induzida
por CMV, houve producédo predominante das citocinas TNF-a, IL-6 e IFN-y (RITTER
et al., 2010). Houve maior producéo de IL-4 ao estimular células com antigenos do
CMV (ESSA et al., 2009). Durante a infeccao ativa por CMV, houve uma elevacao
controversa e simultdnea nos niveis séricos de TNF-a e IL-10 em pacientes
transplantados (CERVERA et al., 2007). Durante a infecgdo aguda por CMV, houve
infiltracdo de células Th17 em tecido das glandulas salivares, o que possibilitou a
associacao entre produgao de IL-17 com dano histolégico local (LIU et al., 2013).

A importancia da imunidade humoral contra o CMV ainda € alvo de muitos
debates. Estudos destacam o papel crucial dos anticorpos para restringir a
disseminagdo viral e minimizar processos patogénicos da doenca por CMV
(SCRIVANO et al., 2011). Durante a infeccao primaria, anticorpos especificos para
muitas proteinas virais comecam a ser produzidos, a exemplo das proteinas do
tegumento pp65 e pp150, glicoproteinas do envelope gB e gH e proteinas nao-
estruturais IE1 (LA ROSA & DIAMOND, 2012). Dessas, o principal alvo da resposta
imune humoral é a gB, glicoproteina envolvida na interagdo com a membrana celular
e penetracao do virion, sendo o antigeno-alvo de 50% dos anticorpos neutralizantes
produzidos durante a infecgdao por CMV (CROUGH & KHANNA, 2009).

Uma caracteristica classica do CMV, como todo herpesvirus, é sua
capacidade de permanecer por longos periodos em infeccao latente (NORIEGA et
al., 2012). Apos a infeccao primaria, o virus e o sistema imune adéquam-se a um
equilibrio homeostatico que permite a ocorréncia da laténcia viral, estabelecida
inicialmente em células da linhagem miel6ide (LA ROSA & DIAMOND, 2012). O
CMV suspende a duplicacdo do seu DNA por tempo indeterminado até que
estimulos especificos induzam replicacdo genémica e producdo de particulas virais
infecciosas (SINCLAIR, 2006).

O mecanismo pelo qual a replicacao do CMV ¢é reativada ap6s o estado de
laténcia ainda ndo € bem conhecido, embora pareca envolver o TNF-a e o anti-CD3
(PESCOVITZ, 2007). Geralmente, a reativagdo ocorre quando o individuo entra em
estado de imunossupressao, a exemplo de pacientes transplantados, em uso de
drogas imunossupressoras, com AIDS e etc. Entretanto, foi observado que pode
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haver reativacdo do CMV em individuos imunocompetentes apdés uma situagdo de
estresse ou até mesmo como reflexo do balanco entre o virus e o sistema
imunolégico (SI) do hospedeiro, como foi observado em astronautas em missdes
espaciais e em outros individuos imunocompetentes, respectivamente (NAUCLER,
2006; COOK, 2007; KALIL & FLORECU, 2009).

O genoma do CMV codifica proteinas que interferem profundamente em
componentes da resposta imunoldégica inata e adaptativa, possibilitando sua
permanéncia no hospedeiro por longos periodos e prevenindo a completa
eliminacdo do virus (NAUCLER, 2006; NORIEGA et al., 2012). As principais
estratégias do CMV para limitar a acdo do sistema imunolégico do hospedeiro
incluem:

e Estabelecimento de um estado de laténcia da infeccao e restricdo do nimero
de genes virais expressos a fim de minimizar a exposi¢cdo ao sistema imune
(NAUCLER, 2006; SINCLAIR, 2008).

e Replicacdo em tecidos especificos, que apresentam uma vigilancia
imunolégica menos intensa (p. ex., glandulas salivares, onde as células nao
expressam MHC-I suficientes para mediar a eliminacao do virus através das
células T CD8+) (SANTOS et al.,, 2002; NAUCLER, 2006; SINCLAIR &
SISSONS, 2006).

e Comprometimento dos mecanismos de defesa do hospedeiro através da
expressao de fatores que silenciam a resposta imune (p. ex., receptores de Fc
de imunoglobulinas e citocinas homologas) ampliando o periodo disponivel
para a replicacdo (NAUCLER, 2006).

e Sintese de produtos génicos que interagem nas vias de processamento do
antigeno viral, dificultando sua apresentacao via MHC I/Il (NAUCLER, 2006;
LA ROSE & DIAMOND 2012; NORIEGA et al., 2012).

e Alteracdo no imunofenétipo de células dendriticas e interferéncia na
expressao do receptor de quimiocina linféide CCR7 (NAUCLER, 2006).

2.6 PATOGENESE E ASPECTOS CLINICOS
O CMV tem a capacidade de infectar muitos tipos celulares, a exemplo das
células endoteliais, epiteliais, neuronais, musculares, fibroblastos, leucocitos e

células dendriticas (MINTON, 2010). Fibroblastos e células musculares sao
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importantes sitios de multiplicacdo viral, enquanto células hematopoiéticas e
endoteliais promovem a disseminacao sistémica do CMV, além de servirem como
reservatério durante a infeccao latente (SINZGER et al., 2008).

A 37°C, o CMV permanece viavel por até 45 minutos (JUNQUEIRA et al.,
2008). O virus tem ciclo de replicacdo lento em cultura celular e rapido no
hospedeiro. Ele produz infec¢do latente (ndo-litica) e infecgdo litica com efeitos
citopaticos, podendo produzir destruicdo tecidual em diferentes sitios, como trato
gastrointestinal, pulmdes, cérebro, rim e figado (CROUGH & KHANNA, 2009). Os
mecanismos moleculares de permissividade das células a replicacdo do CMV ainda
nao sdo bem entendidos, mas alguns estudos apontam a importante participacdo da
p53 (CASAVANT et al., 2006).

O inicio da replicagdao do DNA viral ocorre entre 12-24 horas apés a infeccao
primaria. O processo dura por volta de 24h e envolve a producdo de proteinas
regulatérias, DNA polimerase viral, proteinas estruturais e, por fim, a montagem dos
novos virions. O tempo de incubacdo ap6s a infeccdo é de 4-12 semanas
(JUNQUEIRA et al., 2008). O CMV penetra nas células humanas tanto por fuséao
direta (fusdo do envelope viral com a lamela externa da membrana citoplasmatica)
quanto por vias de endocitose. Os principais eventos ocorridos durante o ciclo litico
de replicacdo viral sdo (HUANG & JOHNSON, 2000; LANDOLFO et al., 2003;
CROUGH & KHANNA, 2009):

1 - Ligacao das glicoproteinas gB e gH do CMV a receptores da célula
hospedeira (p. ex., fator de crescimento a derivado de plaquetas), o que ativa fatores
de transcricao celulares (p. ex., NF- kB e Sp1).

2 — O virus em seguida entra na célula, libera no citoplasma seu DNA,
algumas proteinas e transcritos de RNAm. O DNA viral e algumas proteinas séo
transportadas para o nucleo.

3 — No ndcleo, genes virais e celulares sdo expressos com a ajuda dos
fatores de transcricao ativados. O DNA viral inicia seu processo de replicagao.

4 — Apos a replicagao, DNA viral, proteinas virais e celulares e transcritos de
RNAm do CMV sao empacotados em virions por mecanismo que envolve o reticulo
endoplasmatico e o complexo de Golgi. Durante a saida dos virions da célula, o
envelope viral é reconstruido e as particulas virais infecciosas sao liberadas por

exocitose através da membrana plasmatica da célula.
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A patogénese da infeccdo por CMV é extremamente complexa, com muitas
interacdes entre o virus e o sistema imune do hospedeiro, mediadas por varios
mecanismos, incluindo bloqueio na apresentacdo antigénica, producao de citocinas
e moléculas de adesdo, além de ciclos intermitentes de replicacdo e laténcia
(NICHOLS et al., 2002; FREEMAN, 2009; MICHAELIS et al., 2009).

A infeccao por CMV pode causar diferentes desfechos clinicos a depender do
individuo infectado. Em pacientes imunocompetentes, a infeccdo primaria
geralmente é assintomatica. Entretanto, em alguns casos, € possivel observar sinais
e sintomas, a exemplo da sindrome semelhante a mononucleose, que consiste em
febre aguda, linfadenopatia, mialgia e acentuada linfocitose com atipia em 10% das
células. Outros achados clinicos observados em pacientes imunocompetentes com
infeccao ativa incluem: cefaleia, exantema inespecificos, tosse, epigastralgia,
esplenomegalia, ictericia e anemia (LANDOLFO et al., 2003; CROUGH & KHANNA,
2009; ZIEMANN et al., 2010).

A reativacdo ou reinfeccdo em paciente imunocompetente geralmente é
autolimitada e resolvida sem tratamento. Porém, ja ha varios relatos de doenca
o6rgao invasiva por CMV apl6s reativacdo em paciente imunocompetente,
acometendo principalmente o trato gastrintestinal, o sistema nervoso central e o
sistema vascular (COOK, 2007; RAFAILIDIS et al., 2008; ARSLAN et al., 2012).

Muitos trabalhos associam a infeccdo por CMV com a patogénese de
processos autoimunes (BARZILAI et al.,, 2007). Algumas infec¢des virais tém a
capacidade de induzir uma resposta autoimune transitéria, que inclui a produgéo de
auto-anticorpos em baixos titulos, provavelmente por reatividade cruzada entre auto-
antigenos e proteinas virais ou inducao de apoptose (YAMAMOTO, 1994). Nesse
sentido, surgem evidéncias de que o CMV, ao induzir a secrecao de auto-anticorpos,
contribui para a patogénese de diversas doencas autoimunes, como o lUupus
eritematoso sistémico, a sindrome antifosfolipide, esclerose sistémica, doenca
inflamatéria intestinal, poliomiosite, diabetes mellitus, sindrome de Sjogren e
diferentes tipos de vasculites (BARZILAI et al., 2007). Além disso, a infeccao por
CMV induz inflamacao sistémica que também acentua processos aterogénicos em
alguns pacientes (LUNARDI et al., 2007). Zhu e cols. (1999) observaram que
individuos soropositivos para CMV e com elevacao sistémica dos niveis de PCR tém

4,3 vezes mais chances de desenvolver doenca arterial coronariana.
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O CMV é considerado o virus mais comumente transmitido através do Gtero.
Aproximadamente 10% das criancas com infecgdo congénita sdo sintomaticas ao
nascimento e 10-17% apresentam, depois de algum tempo, defeitos auditivos ou
sequelas de desenvolvimento neurolégico (SWANSON & SCHLEISS, 2013). As
manifestacdes clinicas mais comumente observadas apds uma infeccao congénita
sdo: retardo mental, prematuridade, hepato-esplenomegalia, hepatite ictérica,
pneumonite intersticial, microcefalia, calcificagbes intracranianas, coriorretinite,
perdas sensoneurais e deficiéncia de acuidade visual e auditiva (CHEERAN et al.,
2009; CROUGH & KHANNA, 2009).

A infeccdo grave por CMV é observada com mais frequéncia em pacientes
imunocomprometidos (HEREDIA et al., 2013). A gravidade da infec¢ao clinica
correlaciona-se com a extensdao da imunosupressao celular e com o perfil da
infeccdo, se primaria ou recorrente (QU & TRAN, 2007). Em pacientes com AIDS, o
CMV ainda é um importante agente etiolégico de lesao tecidual, apesar da histérica
reducao de incidéncia ocorrida apoés a introducao da terapia anti-retroviral potente
(HAART). Os principais sinais / sintomas relacionados ao CMV nesse grupo de
pacientes sdo: retinite, exantemas inespecificos, lesdes ulcerativas, colites,
meningoencefalite, mielopatia e pneumonia intersticial. Essas manifestacées sao
inversamente proporcionais a contagem de células T CD4+ do individuo (CROUGH
& KHANNA, 2009; OLSON et al., 2010).

Dos pacientes transplantados, durante a infeccao ativa, 10-50% apresentam
sinais ou sintomas associados ao virus (CROUGH & KHANNA, 2009). Durante a
viremia, o paciente pode apresentar-se: assintomatico, com sintomas de moderada
intensidade ou com doenca 6rgao invasiva (LEVITSKY et al., 2008; RAMANAN &
RAZONABLE, 2013).

No periodo pds — transplante, os sinais / sintomas mais observados séo:
febre, diarreia, leucopenia, mal-estar, tosse, trombocitopenia, elevacdo de
transaminases, dor abdominal e elevacdo de creatinina sérica (CROUGH &
KHANNA, 2009; CORDERO et al., 2012). A doencga 6rgao invasiva pode acometer
virtualmente qualquer 6rgao, contudo, aparece com maior frequéncia no: trato
gastrointestinal (enterocolite), pulmao (pneumonite), figado (hepatite), rim (nefrite),
coracao (miocardite) e olho (retinite) (JEON et al., 2012; RAZONABLE & HAYDEN,
2013).
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Acredita-se que, no paciente transplantado, a imunomodulacdo promovida
pelo CMV favorece o aparecimento de alguns efeitos indiretos a infeccdo, como:
eventos de rejeicdo aguda ou crdnica; bronquiolite obliterante; diabetes mellitus;
vasculopatia coronariana; fibrose tubulo-intersticial; trombose hepatica; recaida da
doenca neoplasica e infeccbes oportunistas por bactérias, fungos e outros virus
(MICHAELIS et al., 2009; RAMANAN & RAZONABLE, 2013; RAZONABLE &
HAYDEN, 2013).

2.7 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O diagnostico da infecgcdo por CMV pode ser realizado com diferentes
técnicas laboratoriais, entretanto, € importante ressaltar que individualmente elas
fornecem informagdes distintas e podem ser Uteis em diferentes contextos clinicos.
De acordo a sua finalidade, as técnicas objetivam: detectar anticorpos anti-CMV
(soroprevaléncia), demonstrar replicagéo viral (infeccdo ativa) e confirmar infecgao
orgao-invasiva (doenga por CMV) (LUUNGMAN et al., 2002; HEREDIA et al., 2014).

A deteccado de anticorpos anti-CMV é utilizada como método de triagem
populacional e, geralmente, é realizada por imunoensaio enzimatido adsorvente
(ELISA) ou quimioluminescente. Essas metodologias s&o utilizadas para a deteccao
qualitativa ou quantitativa de anticorpos especificos IgM e/ou IgG anti-CMV,
marcadores de infecgcdo aguda e cronica, respectivamente. Sao muito Uteis para
determinar a soroprevaléncia da infeccdo. Devido ao fato de nao haver deteccao de
antigeno, ndo servem para evidenciar infec¢cdo ativa (BONON et al., 2006; MATOS
et al., 2011b).

Em alguns pacientes, é possivel a deteccdo de IgM anti-CMV residual por
longo periodo apds a infeccado primaria. Essa caracteristica dificulta o diagnostico
preciso, pois, quando se detecta simultaneamente IgM e IgG anti-CMV, fica a duvida
se a IgM é oriunda da infeccao primaria recente ou se é apenas uma IgM residual. A
alternativa para resolver a questao é o imunoensaio de avidez da IgG anti-CMV,
uma vez que, até os trés primeiros meses apos a infeccdo primaria, as IgG’s
produzidas apresentam baixa avidez ao reagir com os antigenos do CMV. Assim, a
deteccédo de IgG anti-CMV de baixa avidez evidencia uma infeccéo recente. Caso
seja detectada IgG anti-CMV de alta avidez, em concomitancia com a IgM anti-CMV,
fica caracterizada uma infeccdo de longo prazo com a presenca de IgM residual
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(DANGEL et al., 2006; CAVLEK et al., 2008; KANENGISSER et al., 2009; DOLLARD
et al., 2011).

A replicagcdo viral pode ser evidenciada através do isolamento do virus
(cultura), amplificacdo do DNA viral em espécimes do hospedeiro (DNAemia) e
deteccdo de antigeno do CMV em leucdcitos do sangue periférico (antigenemia)
(ATKINSON & EMERY, 2011).

Por muito tempo, o isolamento viral era a técnica considerada padrdo ouro
para o diagnéstico e a urina era o principal fluido utilizado. Porém, a dificuldade de
realizacdo da técnica, aliada a demora em obter o resultado, fez com que os
laboratérios optassem por outras metodologias (ATKINSON & EMERY, 2011). Na
década de 1980, surgiram técnicas de cultivo celular baseadas na detecgdo de
antigenos virais, os chamados Shell vial (GLEAVES et al., 1984; RABELLA &
DREW, 1990). Esses ensaios permitem a determinacdo semi-quantitativa da carga
viral, porém, geralmente sdo utilizados para analise qualitativa. O isolamento viral
em espécimes clinicas, por meio de cultura celular, evencia a presenca do CMV em
replicacdo, o que é associado a infeccao ativa no paciente (ATKINSON & EMERY,
2011).

A partir do final da década de 1980, comecaram a surgir ensaios semi-
quantitativos que nao utilizavam cultura celular para detec¢cdo do CMV, os chamados
ensaios de antigenemia (ERICE et al., 1992) (Figura 1). Esses ensaios utilizam
anticorpos monoclonais que se ligam a pp65 (fosfoproteina de 65 kD), uma proteina
do tegumento viral cuja expressao ocorre no nucleo de leucécitos de individuos com
infeccdo ativa por CMV. Em seguida, anticorpos monoclonais anti-Fc conjugados ao
isotiocianato de fluoresceina sao adicionados a reacgao, possibilitando a visualizacéo
fluorescente do nucleo das células infectadas (LANDRY & FERGUSON, 2000). Essa
técnica de imunofluorescéncia indireta é muito utilizada para deteccédo precoce da
infeccdo ativa por CMV, permitindo a terapia antiviral antes da doenca O6rgéo-
invasiva (GREINER et al., 2012). As principais vantagens do ensaio de antigenemia
sao: obtengao do resultado em até 2 horas, alta sensibilidade e especificidade e bom
custo-beneficio ao realizar poucas amostras (LANDRY & FERGUSON, 2000). As
principais desvantagens sao: processamento obrigatério até 6 horas apds a coleta
da amostra, necessidade do microscopio de fluorescéncia, leitura dependente da
pericia do técnico, processo manual, falta de um ponto de corte padronizado e
necessidade de contagem de neutréfilos > 1000/mm3 no sangue total do paciente
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(ATKINSON & EMERY, 2011; HEREDIA et al., 2013). O resultado do ensaio de
antigenemia para CMV €& expresso em numero de células positivas / 200.000
leucocitos (CMV Brite turbo Kit, IQ Products, Groningen, Netherlands) (Figura 1).

PROCEDIMENTO Ensaio de Antigenemia - CMV

1 —Isolamento de leucocitos. .) 0 ‘} ‘) ‘} I

2 —Preparo do Citocentrifugado.

Citocentrifugado
3 —Fixacdo e Permeabiliza¢ao dos l
Leucocitos em Lamina™. Sangue Leucteitos

+EDTA
4 —Ligagio dosAcs. C10/C11 sotados DRI I

(IgG1) a pp65~.

Fixagéo e Permeabilizag&o

5 —Ligacao do FITC-conjugado™.

6 —Montagem da Lamina (Glicerina
e Laminula).

7 —Leitura. g% 1° - Anti-pp65
- 2¢ - Anti-Fc + FITC

Visualizag&o Leitura

Figura 1. Esquematizagido do Ensaio de Antigenemia para CMV.

No inicio da década de 1990, surgiram testes que utilizam a reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) para amplificar DNA do CMV. Por analogia, a detecgédo e
amplificacdo de DNA do CMV por PCR foi chamada de DNAemia. Inicialmente eram
realizados apenas ensaios qualitativos, entretanto, a técnica foi se modernizando e,
por volta do ano 2000, surgiram o0s ensaios quantitativos de PCR em tempo real
(RT-PCR) (GAULT et al., 2000; SCHAADE et al., 2000). As principais vantagens
dessa técnica sao: alta sensibilidade e especificidade, leitura automatizada, analise
quantitativa, capacidade de processamento de muitas amostras simultaneas e
possibilidade de armazenar a amostra para posterior processamento. As principais
desvantagens sao: falta de padronizagéo na extracdo do DNA, baixo custo-beneficio
ao realizar poucas amostras, falta de um ponto de corte padronizado, amostra
biolégica ideal ndao definida (sangue total ou plasma ou leucécitos isolados) e alta
variacao inter-laboratério (GIMENO et al., 2008; PANG et al., 2009; PERES et al.,
2010; ATKINSON & EMERY, 2011). O resultado do RT-PCR é expresso em nimero
de copias DNA viral / mL (CMV Q — PCR Alert Kit, Nanogen, Torino, ltaly).



19

O diagnéstico da doenga por CMV é realizado a partir de evidéncias clinico-
laboratoriais de lesdao 6rgao-invasiva associada a detec¢gdo do CMV em biopsia do
o6rgao em questdo. Em amostras de biopsia tecidual, o CMV pode ser detectado
através de isolamento viral, evidéncia histopatolégica, analise imunohistoquimica ou
por hibridizacéo in situ (LIUNGMAN et al., 2002).

No contexto do paciente transplantado, a caracterizacao da infeccdo por CMV
ocorre em dois momentos: antes e depois do transplante. Antes do transplante faz-
se a pesquisa de anticorpos anti-CMV para caracterizar o perfil soroldgico tanto do
doador quanto do receptor. Depois do transplante, faz-se o monitoramento da
infeccdo ativa por CMV através da antigenemia ou DNAemia. Ambas as técnicas
sao reconhecidas pelos guidelines internacionais como satisfatérias para o
monitoramento da infeccdo por CMV, entretanto, elas tém vantagens e limitacoes
que devem ser consideradas antes de a equipe laboratorial optar por uma das duas
(TOMBLYN et al., 2009; KOTTON et al., 2010; PILMORE et al., 2011).

2.8 TERAPIA ANTIVIRAL

Existem vérias drogas antivirais que podem ser utilizadas contra a infeccao
por CMV (BOECKH & LUIUNGMAN, 2009). Em pacientes imunocompetentes, o CMV
geralmente causa infeccdo autolimitada, durante a qual os pacientes ficam
assintomaticos ou apresentam sinais / sintomas de moderada intensidade, nao
necessitando de terapia antiviral (CROUGH & KHANNA, 2009).

Por outro lado, em individuos imunossuprimidos, a terapia € necesséria para
evitar que a infeccdo ativa evolua para doenca 6rgao invasiva. Em pacientes
transplantados, 0s consensos internacionais reconhecem duas estratégias
terapéuticas: a profilaxia universal e a terapia preemptiva. A profilaxia universal
consiste em administrar medicag¢ao antiviral em todos os pacientes até o terceiro ou
sexto més apds o transplante. A terapia preemptiva consiste em monitorar a
infeccdo por CMV através da antigenemia ou DNAemia e utilizar a medicacao
antiviral apenas quando detectada a infeccdo ativa (TOMBLYN et al., 2009;
KOTTON et al., 2010; ANDREWS et al., 2011).

As principais drogas utilizadas na terapia anti-CMV sao: ganciclovir (GCV),
valganciclovir, foscarnet e cidofovir (CDV) (KOMATSU et al., 2014). A terapia anti-
CMV inclui duas fases: a indugdo e a manutencao. Durante a fase de inducao, sao

administradas doses maiores da droga, com o intuito de induzir a remissdo da
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infeccdo ativa. Na fase de manutencéo, utiliza-se a dosagem padrao do antiviral. O
periodo de cada fase varia de acordo as caracteristicas dos pacientes (ex., resposta
a doenca, fatores de risco, efeitos colaterais) e aos protocolos de cada centro
(HEREDIA et al., 2014).

O ganciclovir (GCV) é o principal antiviral utilizado para o tratamento da
infeccdo por CMV, sendo indicado como droga de primeira escolha para os casos de
infeccdo 6rgao-invasiva. O GCV é um analogo de nucleosideo que compete pelo
sitio da DNA polimerase, inibindo a sintese do DNA viral. Durante a terapia sao
observados efeitos colaterais como neutropenia e trombocitopenia, o que muitas
vezes limita sua utilizacdo. O esquema terapéutico comum para a profilaxia universal
consiste em inducdo com GCV 5mg/kg/dose (7 dias, 2x/dia, i.v.), seguida pela
manutencao com GCV 5 mg/Kg (até o 100° dia pés-transplante [D+100], 1x/dia, i.v.).
Na terapia preemptiva, inicia-se a inducdo com GCV 5 mg/Kg/dose (7-14 dias,
2x/dia, i.v.), seguida pela manutencdo com GCV 5 mg/Kg/dose (1x/dia, i.v.) até que
se obtenha antigenemia/DNAemia negativa por 2 semanas consecutivas. Nesse
esquema, o tempo de tratamento (inducdo e manutencao) deve durar pelo menos 14
dias (TOMBLYN et al., 2009; KOTTON et al., 2010; UPADHYAYULA & MICHAELS,
2013; HEREDIA et al., 2014).

O valganciclovir € um pré-farmaco do GCV, com biodisponibilidade oral maior
do que a do proprio GCV, além de apresentar os mesmos efeitos colaterais. O
valganciclovir ndo é recomendado para o tratamento de doenca invasiva, sua
principal utilidade é para a terapia de manutencdo em pacientes com baixo risco de
doenca por CMV. Nao é uma droga recomendada para profilaxia em transplante de
células tronco hematopoiéticas, mas tem sido recomendado na dosagem de 900 mg
(1x/dia até D+100) para profilaxia em transplantados com 6rgao solido. Na terapia
preemptiva, € usado em esquema de inducdo com 900 mg (2x/dia, 7 dias, v.0.),
seguida pela manutencao com 900 mg (1x/dia, v.0.) até duas semanas sem
deteccdo de infeccdo ativa. Nesse esquema, o tempo de tratamento (inducéo e
manutencdo) deve durar pelo menos 14 dias (BOECKH & LJUNGMAN, 2009;
TOMBLYN et al., 2009; KOTTON et al., 2010; HEREDIA et al., 2014).

O Foscarnet € um analogo do pirofosfato inorganico que inibe a ligacao do
pirofosfato a DNA polimerase do CMV, impedindo, consequentemente, a sintese do
DNA viral. O uso do foscarnet tem sido associado a efeitos colaterais de

nefrotoxicidade, anormalidades eletroliticas (hipocalcemia, hipomagnesemia,
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hipocalemia e hipofosfatemia), efeitos neurotoxicos e anemia. Pela nefrotoxicidade,
€ considerado um agente de segunda linha para tratar a infecgcdo por CMV, mas é
preferivel ao GCV em pacientes com mielossupressdo ou com resisténcia ao
ganciclovir. O foscarnet é utilizado para profilaxia universal com esquema de
inducédo (60 mg/kg, 2x/dia, 7 dias, i.v.) seguido pela manutencdo (90-120 mg/kg,
1x/dia, i.v.) até o D+100. Na terapia preemptiva, pode ser usado em dose de 60
mg/kg (2x/dia, 7 dias, i.v.) na inducdo e 90mg/kg (1x/dia, i.v) na manutencao até
duas semanas sem deteccdo da infeccao ativa (BOECKH & LJUNGMAN, 2009;
TOMBLYN et al, 2009; KOTTON et al, 2010; MORI & KATO, 2010;
UPADHYAYULA & MICHAELS, 2013; HEREDIA et al., 2014).

O cidofovir (CDV) é um fosfonato de nucleosideo aciclico que age como
inibidor competitivo da DNA polimerase. O CDV é eliminado primariamente pelo rim
(80%) em 24 horas, contudo, seu metabdlito ativo permanece intracelularmente por
longo periodo, permitindo um esquema de infusbes em intervalos semanais. Seus
efeitos colaterais sdo extensos, consistindo principalmente em nefrotoxicidade e
mielossupressao, por isso, € considerado agente de terceira linha no tratamento da
infeccdo por CMV. Nao é recomendado para profilaxia universal nem para
tratamento de criancas. Na terapia preemptiva, CDV é usado em esquemas com
inducdo (5 mg/kg/semana, até 2 doses, i.v.) seguida pela manutencdo (5
mg/kg/semana) até duas semanas sem antigenemia / DNAemia positiva. Pacientes
tratados com CDV endovenoso devem ser hidratados (antes e depois da infusao
para minimizar a nefrotoxicidade) e fazer uso de probenecida (que inibe a secrecao
no tubulo proximal, protegendo o epitélio tubular) (TOMBLYN et al., 2009;
UPADHYAYULA & MICHAELS, 2013; HEREDIA et al., 2014).

Novas drogas anti-CMV estao sendo desenvolvidas e testadas, a exemplo do
maribavir e do CMX-001 (BIRON, 2006; MARTY et al., 2011; HEREDIA et al., 2014).
Além dessas, ha relatos de utilizacdo com sucesso de drogas ndao convencionais
contra o CMV, a exemplo do leflunomida e o artesunato (SHAPIRA et al., 2008;
AVERY et al., 2010; WOLF et al., 2011; CHACKO & JOHN, 2012; KOMATSU et al.,
2014). De modo geral, cabe destacar a importancia do desenvolvimento de novos
farmacos anti-CMV, uma vez que os tratamentos tradicionais, apesar de eficazes,
desencadeiam importantes efeitos colaterais (BIRON, 2006). Por outro lado, deve-se
dar énfase nas drogas com boa biodisponibilidade oral, pois o tratamento em casa
favorece a aderéncia e contribui para melhorar a qualidade de vida dos pacientes.
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Uma importante questao que margeia os centros de tratamento diz respeito a
ocorréncia de infecgdo por CMV resistente a terapia. A resisténcia pode ocorrer com
todas as drogas usadas para o tratamento ou profilaxia (p. ex., ganciclovir,
valganciclovir, foscarnet e cidofovir). A Maioria dos casos publicados refere-se a
resisténcia ao ganciclovir, devido a essa droga ser a mais utilizada, com estimativas
de que é a primeira escolha terapéutica administrada em 90% dos pacientes
(LAURAIN & CHOU, 2010; ANDREWS et al., 2011).

Na pratica, deve-se suspeitar de resisténcia ao medicamento quando ocorrer
a progressao da doenca ou a carga viral se mantiver estatica ou aumentar apds 2
semanas de tratamento ininterrupto com dose padrdo (BOECKH & LJUNGMAN,
2009). E importante destacar que a antigenemia ou DNAemia ndo & um bom
indicador de resisténcia nas primeiras semanas de tratamento, uma vez que um
aumento transitorio nos indices de antigenemia/DNAemia pode ser observado em
até um terco dos pacientes. Esse aumento € seguido por um periodo de declinio dos
niveis, dai a importancia de a equipe clinica nao se precipitar no diagnéstico de CMV
resistente (NICHOLS et al., 2001; PARK et al., 2011).

A ocorréncia clinica de CMV resistente tem sido demonstrada principalmente
apoés tratamento prolongado com ganciclovir para infecgéo primaria no periodo pés-
transplante. Cepas de CMV resistentes estdo disseminadas na populacdo. Quando
um paciente esta com infecgcao ativa e o esquema terapéutico utilizado nao suprime
completamente a replicacao viral, um processo de seleg¢ao favorece a multiplicacao
das variantes resistentes (KOMATSU et al., 2014). A resisténcia é diagnosticada
através da deteccao, em espécimes clinicas, de mutacées caracteristicas nos genes
que codificam as proteinas UL97 quinase e a UL54 DNA polimerase. A resisténcia
ao ganciclovir ocorre principalmente devido a uma das sete mutacées no gene que
codifica a pUL97 (M460V/I, H520Q, C592G, A594V, L595S, C603W), entretanto, ja
foram identificadas mais de 40 mutacdes pontuais que resultam em resisténcia.
Quando ha suspeita clinica de resisténcia, deve-se enviar a amostra para a analise
genotipica e mudar a terapia para uma droga alternativa (BOECKH & LJUNGMAN,
2009; LAURAIN & CHOU, 2010; HAKKI & CHOU, 2011; KOMATSU et al., 2014).
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2.9 O CMV E O TRANSPLANTE DE ORGAOS E TECIDOS

A infeccdo por CMV € um tema bastante presente no contexto dos
transplantes de 6rgaos e tecidos. Muitos estudos foram e continuam sendo
realizados para melhor definir as caracteristicas da infecdo, tais como: fatores de
risco, gravidade, achados clinicos, interagdo com o sistema imune, estratégias
terapéuticas e ferramentas para diagnéstico e monitoramento. Como resultado do
empenho de tantos pesquisadores e equipes de saude ao redor do mundo, hoje, ja
se sabe muito da relacado entre 0 CMV e o sistema imune do seu hospedeiro, €, ja é
possivel classificar os tipos de infeccdo e definir aspectos clinicos associados. Além
disso, existem varias drogas eficazes para o tratamento e estdo disponiveis
ferramentas laboratoriais que permitem detectar a infeccdo ativa com alta
sensibilidade e especificidade (MANUEL, 2013; RAMANAN & RAZONABLE, 2013;
HEREDIA et al., 2014).

Acumulam-se evidéncias cientificas, porém muitas questdes ainda
permanecem sem respostas, a exemplo de: qual a melhor estratégia terapéutica
para prevenir ou tratar a infeccdo? Qual o risco de o paciente desenvolver doenca
grave? Quais os melhores marcadores laboratoriais da infeccdo e da resposta
imune? Quais 0s sinais ou sintomas patognoménicos da infeccao? Quando o
paciente vai reativar a infeccao? Qual ferramenta laboratorial € melhor para fazer o
diagnoéstico da infecgao ativa? Até quando o paciente deve ser monitorado? dentre
muitas outras. Para alguma dessas questdes ja surgem algumas evidéncias, porém
muitos achados ainda s&o conflitantes.

A primeira grande questdo em aberto é: qual a melhor estratégia terapéutica
para prevenir a doengca por CMV? Varios estudos apresentam vantagens e
desvantagens da terapia preemptiva e da profilaxia universal. Para Kotton e cols.
(2010), as vantagens da profilaxia estdo na reducao das infeccées oportunistas e na
melhor logistica do tratamento, por outro lado, a terapia preemptiva seria melhor no
que se refere a seguranca do tratamento, a reducdo da resisténcia a droga e ao
custo reduzido com terapia antiviral. Os autores ainda destacam que a profilaxia é
mais apropriada para pacientes com alto risco de desenvolver infeccao grave (p. ex.,
D+/R-) e para os casos nos quais a terapia preemptiva nao foi bem estudada, como
no transplante de pulmao, intestino e transplante pediatrico. Schroeder e cols. (2007)
observaram que, mesmo com a profilaxia universal, ocorreu alta incidéncia de

infeccdo ativa por CMV no primeiro ano pos-transplante de pulm&o. Os autores
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destacaram ainda que a terapia preemptiva € uma op¢ao aceitavel para esses
pacientes, reservando a profilaxia universal apenas para os pacientes com alto risco
de desenvolverem doenca 6rgao invasiva (D+/R-). Harvala e cols. (2013)
evidenciaram alto indice de mortalidade por CMV associada ao perfil (D+/R+), além
de alta incidéncia de doenca tardia em pacientes transplantados com perfil D+/R-,
mesmo com a profilaxia.

Outra questdo em aberto é referente aos fatores de risco para a infeccao por
CMV. Jaskula e cols. (2010) destacam que, no pés-TCTH, os fatores de risco
incluem DECH aguda, idade avancada e transplante ndo aparentado. Liu e cols.
(2012) destacaram a DECH aguda e uso de globulina antitimocitaria como os
principais fatores de risco. Para George e cols. (2010), no p6s-TCTH o principal fator
de risco da reativagdo do CMV é o perfil (D+/R-), entretanto, outros fatores
significantes incluem: uso de alemtuzumabe, condicionamento de intensidade
reduzida e DECH aguda. Jang e cols. (2012) observaram que os fatores de risco de
a infeccao ativa evoluir para doenga por CMV eram: alta carga viral, leucopenia e
neutropenia.

Alguns protocolos indicados por consensos ou diretrizes internacionais
sugerem o monitoramento preemptivo da infeccdo até o D+100 em paciente
transplantado com 6rgao solido ou TCTH alogénico e até o D+60 para TCTH
autdlogo (BOECKH & LUIUNGMAN, 2009; TOMBLYN et al., 2009). Por outro lado, é
cada vez mais frequente a publicacdo de estudos ressaltando a existéncia da
infeccdo tardia por CMV (infeccdo ativa ap6s D+100) (GRAPIUNA et al.,, 2013).
Ozdemir e cols. (2007) indicam que os fatores de risco para a infeccao tardia pés-
TCTH incluem doenga de base de origem linfoide, ocorréncia de DECH, episédio de
reativacdo precoce do CMV (antes do D+100) e linfopenia. Rowe e cols. (2013)
destacam que 41% dos pacientes estudados tiveram infeccdo tardia por CMV no
p6s-TCTH. O risco de mortalidade foi 4,8 vezes superior nesses pacientes do que
nos que nao apresentaram a infeccdo tardia. Esses autores encontraram como
fatores de risco para a infeccao tardia: TCTH de doador ndo aparentado, episodio de
reativacdo precoce, doenca de base de origem linfoide e uso de globulina
antitimocitaria. Cordero e cols. (2012) observaram que, em pacientes com
transplante renal, 45% dos casos de infeccao ativa por CMV ocorreram apds o
D+100, tendo como fatores de risco o perfil pré-transplante (D+/R-), o doador nao
aparentado e o tratamento recente para rejeicao aguda. Nesse contexto, cabe
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destacar a relevancia de mais estudos apontando os fatores de risco associados a
infeccdo tardia, bem como avaliando o monitoramento da infeccdo por periodos
superiores aos recomendados.

Outras questées muito discutidas na literatura especializada sao relativas a
melhor ferramenta laboratorial para monitorar o CMV e ao ponto de corte para iniciar
o tratamento. No periodo péds-transplante, os pacientes sdo monitorados
semanalmente utilizando técnicas para deteccao da infeccao ativa (p. ex., ensaio de
antigenemia ou RT-PCR) (TOMBLYN et al., 2009; KOTTON et al, 2010; PILMORE et
al., 2011). Nao hd um ponto de corte padronizado internacionalmente para inicio de
terapia anti-CMV quando o monitoramento € realizado pelo ensaio de antigenemia
nem tampouco quando se utiliza o RT-PCR. Boeckh & Ljungman (2009) sugerem
trés pontos de corte para o inicio da terapia quando se utiliza o RT-PCR no plasma
de pacientes submetidos ao TCTH, que sdo: > 100 cépias/mL para pacientes em
uso de esteroides, com deplecéo de células T e em uso de anticorpos anti-célula T;
> 500 cépias/mL para pacientes em uso de baixas doses de esteroides e sem
deplecao de células T ou uso de anti-células T e > 1000 cépias/mL para pacientes
com TCTH ha mais de 100 dias. Em outro estudo, Peres e cols. (2010) sugerem que
seja adotado um ponto de corte de 418,4 copias/10.000 leucdcitos para o inicio do
tratamento. Na pratica, cada centro estabelece e utiliza seu préprio ponto de corte.
Utilizando o ensaio de antigenemia, Saracino e cols. (2013) observaram que no pés-
transplante renal, o ponto de corte de 2 células/lamina & apropriado para iniciar a
terapia preemptiva. Schroeder e cols. (2005) ressaltam que com 4 células/lamina o
paciente ja apresenta infeccao sintomatica, porém, a terapia antiviral s6 deve ser
iniciada quando sao detectadas mais de 10 células/lamina. Kim e cols. (2010) ao
monitorar pacientes no pos-TCTH e utilizar ponto de corte de antigenemia de 5
células/lamina, evidenciou doenga por CMV em 6,3% do pacientes tratados
preemptivamente com ganciclovir.

Os estudos sobre a resposta imune contra o CMV também apresentam
controvérsias. Segundo Comptom e cols. (2003), os processos patolégicos
associados a doenga por CMV sdo mediados pela liberagdo de citocinas
inflamatérias. Berg e cols. (2010) observaram que, apés transplante renal, a infecgéao
primaria por CMV é caracterizada por elevagao dos niveis séricos de citocinas do
perfil Th1, como a IL-18 e o IFN-y, além de proteinas de fase aguda, como a
Proteina C reativa (PCR), a qual tem sido proposta como fator de distingdo a
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infeccdo por CMV e por outros agentes (COSTALONGA et al., 2009). Cervera e cols.
(2007) observaram que em pacientes transplantados com 6rgéos solidos, durante a
infeccao ativa, havia um aumento sérico dos niveis de TNF-a e IL-10. Humar e cols.
(1999) demonstraram que, durante a infeccao sintomatica, havia elevacao dos niveis
séricos de IL-6, TNF-a e IL-8. Por outro lado, alguns estudos tém demonstrado que a
infeccdo ativa por CMV pode induzir a secrecdo de citocinas predominantemente do
perfil Th2. Essa e cols. (2009) demonstraram que ao estimular células com
antigenos do CMV houve elevacdao dos niveis de citocinas do perfil Th2 e
associacao com imunidade celular reduzida. Foi também observada reducdo na
producdo de citocinas Th1 ap6s o transplante renal durante a infecgdo ativa por
CMV (ESSA et al., 2000).

Ante o exposto, muito conhecimento ja foi produzido em relacao a infeccao
por CMV no periodo pés-transplante, entretanto, devido as lacunas e controvérsias
que existem, sdo necessarios mais estudos que contribuam para determinar a
incidéncia da infeccdo nos diversos centros de transplante, além de elucidar
algumas caracteristicas da interacdo CMV/hospedeiro e possibilitar a utilizagédo de

estratégias que reduzam ainda mais a ocorréncia de formas graves da infeccao.

3 HIPOTESES

A infeccao ativa por CMV ocorre em alta incidéncia nos pacientes submetidos
ao transplante renal ou ao transplante de células tronco hematopoiéticas no estado
da Bahia.

Os niveis plasmaticos das citocinas IFN-y, IL-17A, IL-10, IL-6, IL-4 e TNF-a e

da proteina C reativa variam em diferentes momentos da infec¢cdo por CMV.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Monitorar a infeccao ativa por CMV nos pacientes submetidos ao transplante
renal ou ao transplante de células tronco hematopoiéticas no estado da Bahia,

descrevendo caracteristicas clinicas e imunolégicas relacionadas a infeccao.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Monitorar a infeccao ativa precoce e tardia por CMV através do ensaio de

antigenemia para pp65.
e Analisar fatores de risco associados a infeccao ativa por CMV.

e Descrever sinais e sintomas presentes nos pacientes com infec¢do ativa por
CMV.

e Determinar um ponto de corte do ensaio de antigenemia para a ocorréncia da

infeccao ativa sintomatica nos pacientes submetidos ao transplante renal.

e Analisar o nivel plasmatico das citocinas IFN-y, IL-17A, IL-10, IL-6, IL-4, TNF-a e
da PCR em pacientes sem infeccdo ativa, com infec¢do ativa e durante a terapia
anti-CMV.

e Correlacionar os niveis das citocinas estudadas e os valores do ensaio de

antigenemia durante a infecc¢ao ativa.
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CAPITULO 1

Infeccdo ativa por Citomegalovirus apdés o Transplante Renal:
incidéncia, achados clinicos e ponto de corte da antigenemia.
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RESUMO

O Citomegalovirus (CMV) é um dos principais agentes infecciosos causadores de
morbimortalidade em pacientes transplantados. Este estudo objetivou descrever a
incidéncia, caracteristicas clinicas da infeccdo por CMV e o ponto de corte para o
ensaio de antigenemia associado a infeccao sintomatica. Trata-se de um estudo tipo
coorte que monitorou 87 pacientes submetidos ao transplante renal. A incidéncia da
infeccao ativa foi de 63,2% (55/87). Dos 65 episédios observados, 75% ocorreram
até o D+100 e 25% apbés o D+100 (mediana de 60 dias). A infeccdo ativa foi
associada a idade do paciente transplantado (p=0,001) e a utilizacdo de 6rgao de
doador cadaver (p=0,009). Houve episddios assintomaticos (34%) e sintomaticos
(66%) de infeccdo ativa, nos quais a diarreia foi 0 sintoma mais comum (22,6%),
seguida pela elevacao dos niveis de creatinina (14,5%), febre (12,9%) e leucopenia
(10,5%). O melhor ponto de corte associado a ocorréncia da infeccdo ativa
sintomatica foi 5 células positivas / 200.000 leucécitos (AUC = 0,87; VPP = 88% e
VPN = 71%). A alta incidéncia observada ressalta a importancia do monitoramento
da infeccao nos receptores de transplante no estado da Bahia. A idade do receptor e
o transplante de 6rgao de doador cadaver foram fatores associados a maior
ocorréncia da infecgéo ativa por CMV.

Palavras — chave: transplante de rim, Herpesvirus humano 5, fatores de risco,
diagnéstico, sinais e sintomas.
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ABSTRACT

Cytomegalovirus (CMV) is the main infectious agent causative of morbidity and
mortality in transplant recipients. This study aimed to describe the incidence, clinical
features of CMV infection and the antigenemia assay cutoff associated to
symptomatic infection. This is a cohort study that monitored 87 patients undergoing
renal transplantation. The incidence of active CMV infection was 63.2% (55/87). Of
the 65 episodes observed, 75% occurred until D+100 and 25% after D+100 (median
60 days). Active CMV infection was associated to age of transplant recipients (p =
0.001) and to use of deceased donor organ (p = 0.009). There were asymptomatic
(34%) and symptomatic (66%) episodes of active infection, in which diarrhea was the
most common symptom (22.6%), followed by elevated creatinine levels (14.5%),
fever (12.9%) and leukopenia (10.5%). The best cutoff point associated to
symptomatic infection was 5 positive cells / 200.000 leukocytes (AUC = 0.87, PVP =
88% and NVP = 71%). The high incidence underscores the importance of monitoring
CMV infection in transplant recipients from Bahia state. The age of recipients and the
deceased donor organs were factors associated to increased occurrence of CMV
active infection.

Key words: Kidney transplantation, Human Herpesvirus 5, risk factors, diagnosis,
signs and symptoms.

1.Introducao

O Citomegalovirus (CMV) é o agente infeccioso mais importante que acomete
0s pacientes apos o transplante de érgao sélido, causando morbidade significativa e
mortalidade ocasional (RAMANAN & RAZONABLE, 2013). A infecgao ativa por CMV
€ detectada em 10-70% dos receptores de transplante renal, ocorrendo
principalmente até o 100° dia apds o procedimento cirargico (D+100) (BROWNE et
al., 2012; CORDERQO et al., 2012; GIAKOUSTIDIS et al., 2012).

A infeccdo por CMV pode ocorrer de forma assintomatica ou apresentar-se
associada a sinais e sintomas que incluem: febre, diarreia, mialgia, citopenia e
elevacao dos niveis séricos de creatinina ou transaminases. Essa infeccao pode

evoluir para doenga 6rgao invasiva, acometendo principalmente o pulméao, trato
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gastrintestinal, rim, figado, retina e até sistema nervoso central (ANDREWS et al.,
2011; KEYZER et al., 2011).

Os principais fatores de risco para o desenvolvimento da infeccao ativa por
CMV no paciente transplantado sao: soropositividade do doador e soronegatividade
do receptor do érgao, uso de depletores de linfécitos (p. ex., ATG e alemtuzumabe),
tipo e dosagem de drogas imunossupressoras, idade avancada do doador, episodio
recente de rejeicao aguda e tipo de doador (vivo ou morto) (HUGHES et al., 2008;
JUNG et al.,, 2010; KEYZER et al., 2011).

De maneira geral, a forma de prevenir a doenca por CMV varia entre os
diferentes centros, mas duas estratégias sao reconhecidas pelos guidelines
internacionais: a profilaxia universal e a terapia preemptiva (KOTTON et al, 2010;
ANDREWS et al., 2011). A profilaxia universal envolve a administracdo do antiviral
em todos os pacientes ou grupo considerado de alto risco de desenvolver a infeccao
grave. A utilizacao do antiviral é iniciada geralmente no pdés-transplante imediato e
continua até o 3% ou 6° més. Na terapia preemptiva, os pacientes sdo monitorados
regularmente e o tratamento é iniciado quando ha evidéncia laboratorial da infecgao
ativa. Nesse caso, o tratamento dura até que se obtenha a sequéncia de dois testes
negativos com intervalos semanais (KOWALSKY et al., 2013; SARACINO et al.,
2013).

A terapia preemptiva é amparada pela realizacao sequencial de testes que
detectam o antigeno pp65, DNA ou RNAmM do CMV, principalmente por ensaios de
imunofluorescéncia (antigenemia) ou testes de biologia molecular (reacdo em cadeia
da polimerase) (RAMANAN & RAZONABLE, 2013). A selecdo do teste mais
adequado depende de varios fatores, incluindo a disponibilidade de recursos,
experiéncia dos profissionais, tempo de processamento e custo-beneficio
(ATKINSON & EMERY, 2011; RAZONABLE & HAYDEN, 2013).

O presente estudo objetivou descrever a incidéncia, os principais sinais e
sintomas presentes na infecgao ativa por CMV e o melhor ponto de corte associado

a ocorréncia da infecgdo sintomatica em pacientes submetidos ao transplante renal.
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2. Materiais e Métodos

2.1 Pacientes

Trata-se de um estudo de coorte com pacientes submetidos ao transplante
renal entre Junho de 2010 e Junho de 2012 no Hospital Ana Nery (HAN), vinculado
a Universidade Federal da Bahia. O protocolo de estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Professor Edgard Santos (CEP-
HUPES), parecer n® 27/2009, e a inclusdo dos participantes ocorreu mediante
aceitacao e assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido. De um total de
139 pacientes transplantados no periodo, 87 foram incluidos no estudo. A exclusao
se deu pelo ndo monitoramento adequado de acordo ao protocolo proposto em 2.2.

Os pacientes incluidos residiam em varias cidades do estado da Bahia, cuja
populacado é caracterizada pela descendéncia africana e pela miscigenacao étnica,
além de soroprevaléncia para CMV superior a 85%. Os pacientes excluidos nao
diferiram dos incluidos quanto ao sexo, idade e tipo de doador (p > 0,05).

2.2 Monitoramento da Infeccdo e Ensaio de Antigenemia

O monitoramento da infecgao ativa por CMV foi realizado através do ensaio
de imunofluorescéncia indireta, utilizando o kit comercial CMV Brite turbo Kit (1Q
Products, Groningen, The Netherlands) seguindo as instru¢cdes do fabricante.
Amostras de 5mL de sangue total foram coletadas por sistema a vacuo, tratadas
com EDTA e processadas para isolamento de leucécitos em até 6 (seis) horas apds
a puncao. Para cada paciente, foram preparadas duas laminas com citocentrifugado
leucocitario afim de que todos os resultados positivos fossem confirmados em
duplicata. A antigenemia foi expressa em n® de células positivas / 200.000
leucécitos.

Esses pacientes foram monitorados quanto a infeccdo ativa por CMV em
intervalos semanais até o centésimo dia pés-transplante (D+100). Ap6s o D+100, o
ensaio de antigenemia foi realizado quando houve suspeita clinica de infec¢do por
CMV ou quando o paciente apresentava algum sinal / sintoma inexplicado, como
febre, diarreia, citopenia e etc. A terapia preemptiva com ganciclovir intravenoso (5
mg/kg) foi iniciada quando o paciente apresentava antigenemia superior a 10 células
positivas / 200.000 leucécitos.
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2.3 Definicées

Infecgéo ativa por CMV: termo utilizado para evidenciar que o CMV estd em
fase de replicacao em células do hospedeiro. O ensaio de antigenemia positivo (= 1
célula positiva/200.000 leucécitos) indica a ocorréncia da infeccao ativa.

Infeccao ativa sintomatica: a deteccao da replicagdo viral através do ensaio
de antigenemia em paciente que apresente sinais e/ou sintomas relacionaveis a
infeccao por CMV.

Episédio de infeccdo ativa: caracteriza-se pelo periodo desde o diagndstico
da infecg¢do ativa até a observancia de dois resultados consecutivos de antigenemia

negativa com intervalos semanais.

2.4 Analises estatisticas

Variaveis categéricas foram analisados pelo teste X2 e as variaveis continuas
pelo teste de Mann-Whitney. A normalidade dos dados continuos foi avaliada pelo
teste de Kolmogorov-Smirnov. O valor de P < 0,05 foi considerado estatisticamente
significante. A curva ROC foi utilizada para determinar o melhor ponto de corte do

ensaio de antigenemia associado a ocorréncia da infec¢ao ativa sintomatica.

3. Resultados

Foram incluidos no estudo 87 pacientes transplantados, 51 (59%) do sexo
masculino e 36 (41%) do feminino (Tab. 1). A idade média dos pacientes foi 32,6
16,7 anos (mediana=34). O transplante foi realizado entre doador e receptor
soropositivo para CMV (D+/R+) em 72% dos casos. O érgao transplantado foi obtido
de doador cadaver em 85% dos transplantes (Tab. 1). O Monitoramento com ensaio
de antigenemia ocorreu durante 220 + 117 dias (Tab. 2).

A incidéncia da infeccao ativa por CMV foi de 63,2% (55/87; Tab. 1). Foram
detectados 65 episddios de infeccao ativa, 45 pacientes tiveram 1 episodio enquanto
10 pacientes tiveram 2 episédios (Tab. 2). A infeccdo ativa foi detectada
principalmente até o D+100 (75%), com medianas de 60 dias e 23 células positivas /
200.000 leucdcitos (Tab. 2).

A idade mediana dos pacientes que desenvolveram infec¢do ativa (39 anos)
foi maior do que a dos que nédo desenvolveram (17 anos; p=0,001) (Tab. 1). Nao
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houve associacao entre infeccao ativa e sexo (p=0,427), perfil sorolégico do doador
e receptor (p=0,554), tratamento imunossupressivo inicial (p=0,761) ou uso de ATG
(p=0,975). A chance de desenvolver infeccao ativa por CMV foi 4,9 vezes maior
entre receptores de 6rgdo de doador cadaver (69%; 51/74) do que entre os
receptores de 6rgao de doador vivo (31%; 4/13) (p=0,009; OR=4,9), ndo havendo
diferenga de idade entre eles (p>0,05) (Tab. 1).

Dos 65 episédios de infeccdo ativa observados, 22 (34%) foram
assintomaticos e em 43 (66%) havia sinais / sintomas relacionaveis a infeccao por
CMV (Tab. 2). A diarreia foi o sintoma mais comum (22,6%), seguida pela elevacao
dos niveis de creatinina (14,5%), febre (12,9%) e leucopenia (10,5%), como
observado na Tabela 3. A infeccao ativa sintomatica foi observada a partir de 5
células positivas / 200.000 leucécitos (AUC = 0,87; sensibilidade = 87%;
especificidade = 70%; valor preditivo positivo = 88%; valor preditivo negativo = 71%),
como demonstrado na Figura 1.

Tabela 1. Caracteristicas dos pacientes submetidos ao transplante renal.

Infeccao Ativa (pp65)

Caracteristicas Nio Sim P (n= &-3r7o;t?|00°/°)
(n=32; 36,8%) (n=55;63,2%)

Idade (anos)

Média (desvio padréo) 24,9 (17,3) 36,7 (16,1) 32,6 (17,6)

Minimo - Maximo 2-67 2-68 0,001* 2-68

Mediana 17 39 34
Sexo

Masculino 17 (53%) 34 (63%) 0.427 51 (59%)

Feminino 15 (47%) 21 (38%) ’ 36 (41%)
Tipo de doador

Vivo 9 (28%) 4 (7%) 0.009** 13 (15%)

Morto 23 (72%) 51 (93%) ’ 74 (85%)
Perfil sorolégico para CMV

D+/R+ 21 (66%) 42 (76%) 63 (72%)

D+/R- 5 (16%) 8 (15%) 0.554 13 (15%)

D-/R+ 2 (6%) 1 (2%) ’ 3 (4%)

D-/R- 4 (12%) 4 (7%) 8 (9%)
Terapia imunossupressora

FK/MMF/Pred 27 (84%) 45 (82%) 0.761 72 (83%)

FK/Aza/Pred 5 (16%) 10 (18%) ’ 15 (17%)
Uso de ATG*™*

Sim 4 (12%) 7 (13%) 0.975 (13%)

Nao 28 (88%) 48 (87%) ’ 76 (87%)

Abreviagbes: FK: tacrolimus; MMF: micofenolato mofetil; Pred: prednisona; Aza: azatlogrma ATG: globulina
antitimocitaria; D: doador; R: receptor. Valor de P obtido pelo teste do Qui-quadrado (X®). *Teste de Mann —
Whitney. **N&o houve diferenca em relagéo a idade dos pacientes (p>0,05) e OR=4,9. ***Uso de ATG durante a
indug&o ou para o tratamento de rejeigao aguda.



Tabela 2. Caracteristicas dos pacientes com infecgao ativa por CMV.

N¢ de pacientes que tiveram infecgao ativa 55
Monitoramento do CMV em dias

Média + desvio padrao 220 £ 117

Mediana (minimo - maximo) 183 (120 - 810)
N¢ de episddios de infecgao ativa 65
Quantidade de episédios / paciente

1 episodio 45 (82%)

2 episodios 10 (18%)
Tempo de detecgao / epis6dio

Até o D+100* 49 (75%)

D+100 a D+180 12 (19%)

Apds D+180 4 (6%)
Sinais e Sintomas / episodio

Assintomatico 22 (34%)

Sintomatico 43 (66%)
Tempo em dias do 12 episédio (mediana, min-max) 60 (25 - 402)
Valor da 12 antigenemia (mediana, min-max)** 23 (1 -500)
Valor da maior antigenemia (mediana, min-max)** 32 (1 - 500)

*D+100: centésimo dia apds o transplante.
**Valor da antigenemia em n® de células positivas / 200.000 leucdcitos.

Sensibilidade

/ AUC: 0,87
S Corte: 5 células.
' / Sensibilidade: 86%
o Especificidade: 70%
s VPP: 88%

VPN: 71%
o0 T T T T T
0.0 0.2 o4 05 (] 1,0

1 - Especificidade

Figura 1. Curva ROC e ponto de corte para infeccao ativa sintomatica por CMV.
AUC: area sob a curva; VPP: valor preditivo positivo; VPN: valor preditivo negativo.
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Tabela 3. Descricdo dos sinais / sintomas apresentados pelos pacientes com

infecgcéo ativa por CMV.

Sinais e Sintomas F(rre]q=uzgf)|a %
Constitucionais
Febre 16 12,9
Mal-estar 2 1,6
Falta de apetite 3 2,4
Fraqueza 4 3,2
Pulmonares
Tosse 1 0,8
Dispneia 2 1,6
Gastrintestinais
Vomitos 6 4,8
Diarreia 28 22,6
Elevacao de transaminases 3 24
Dor abdominal 9 7,3
Ulceras gastricas 2 1,6
Ulceras orais 2 1,6
Odinofagia 1 0,8
Disfagia 1 0,8
Hematoldgicos
Anemia 3 2,4
Leucopenia 13 10,5
Bicitopenia 3 2,4
Pancitopenia 4 3,2
Trombocitopenia 3 2.4
Renais
Elevacao de creatinina sérica 18 14,5

Sinais / sintomas relatados no protocolo de requisi¢gdo do ensaio de antigenemia. Adaptado de Cordero e cols.
(2012). *n = 43 episddios de infecgéo ativa por CMV com sinais / sintomas. Todas as amostras biolégicas de
pacientes com sinais e sintomas apresentados nessa tabela foram colhidas antes do inicio da terapia antiviral.
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4. Discussao

A infeccdo ativa por CMV foi detectada em 63,2% (54/87) dos pacientes
receptores de transplante renal incluidos no estudo (Tab. 1). Historicamente, a
incidéncia da infecg¢édo ativa por CMV varia entre 10% e 70% nos diversos centros de
transplante renal (KEYZER et al., 2011; BROWNE et al., 2012; GIAKOUSTIDIS et
al., 2012). Essa variacao ocorre devido a varios fatores, como a soroprevaléncia
para CMV na populacéao, o perfil sorolégico do doador e do receptor do érgao, o tipo
de imunossupressao utilizada e o método utilizado para diagnosticar a infeccéao
(RAMANAN & RAZONABLE, 2013).

A infeccao ativa é classificada como precoce (quando ocorre até o D+100) e
tardia (apés D+100). Dos 65 episddios de infeccado ativa observados, 49 (75%)
aconteceram até o D+100 (Tab. 2), o que esta compativel com os achados de
Cordero e cols. (2012), cujos pacientes transplantados apresentaram 84% de
incidéncia da infeccdo precoce. Entretanto, € importante destacar que a infecgao
tardia ocorreu em 25% dos casos (Tab. 2), o que ressalta a importancia do
monitoramento ap6s o 3° més de transplante, como também discutido por outros
autores (JAMAL et al., 2013).

A idade mediana dos pacientes que tiveram infeccdo ativa foi maior do que a
dos que nao tiveram (39 vs. 17; p=0,001), como demonstrado na Tabela 1. Em
outros estudos, ndo houve associacado entre idade do paciente e ocorréncia da
infeccao ativa (CORDERO et al., 2012; SARACINO et al., 2013). Os demais fatores
avaliados nao influenciaram a incidéncia da infeccao ativa, como o sexo dos
pacientes, perfil soroldégico do doador/receptor, uso da ATG e tipo de terapia
imunossupressora (Tab. 1). Harvala e cols. (2013) também n&o encontraram
diferenga na incidéncia da infeccdo por CMV entre o transplante realizado com
D+/R- e com D+R+ (p>0,05).

No presente estudo, foi observado que a chance de desenvolver infeccao
ativa por CMV foi 4,9 vezes maior entre receptores renais de doador cadaver do que
entre os de doador vivo, 0 que aponta a utilizacao de 6rgao de doador cadaver como
fator de risco para a infeccédo ativa (Tab. 1). Um resultado similar foi relatado por
Schroeder e cols. (2005), que observaram a ocorréncia da infecgdo sintomatica por
CMV em 49,5% dos receptores de doador cadaver e em 27% dos receptores de
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doador vivo (p=0,02). Esses achados associam o transplante de 6rgdo de doador
cadaver a maior incidéncia da infecgdo ativa por CMV.

O CMV pode causar infeccdo assintomatica ou com a presenca de sinais /
sintomas, podendo até evoluir para infeccdo 6rgao invasiva (KEYZER et al., 2011).
No presente estudo, ocorreram 65 episédios de infeccao ativa, em 43 (66%) deles
houve sinais / sintomas associados ao CMV (Tab. 2). Diarreia foi o sintoma mais
comumente observado (22,6%), seguido pelo aumento dos niveis séricos de
creatinina (14,5%), febre (12,9%) e leucopenia (10,5%) (Tab. 3). Outros autores
observaram que os sinais / sintomas mais comuns associados ao CMV séo: febre e
anormalidades hematolégicas (JUNG et al., 2010). Cordero e cols. (2012) ratificam a
observacdo de que febre é a principal apresentacao clinica associada a infeccao
ativa por CMV, seguida, em ordem de frequéncia, por mal-estar, tosse, leucopenia e
diarreia. Vale ressaltar, que os dados apresentados na Tabela 3 ndo sao suficientes
para comprovar a relacdo causa-efeito entre os sintomas apresentados e a infecgao
por CMV, uma vez que outros fatores, a exemplo da prépria terapia
imunossupressora, podem ter contribuido para o aparecimento dos mesmos. Sao
necessarios estudos mais especificos para avaliar a ocorréncia da diarreia, ao invés
de febre e/ou anormalidades hematol6gicos, como principal sintoma associado a
infeccéo ativa por CMV.

A utilizacdo do ensaio de antigenemia para monitorar a infeccao ativa por
CMV e amparar a terapia preemptiva ha tempo ja tem sido recomendada pelos
guidelines internacionais para manejo do paciente transplantado (KOTTON et al.,
2010; PILMORE et al., 2011). Entretanto, o ponto de corte associado ao risco de
infeccdo sintomatica ou sugerido para o inicio do tratamento ainda nao foi
estabelecido, fazendo com que cada centro estabeleca e utilize o seu préprio,
variando desde 1 a 50 células positivas por lamina com 200.000 leucécitos (JUNG et
al., 2010).

Saracino e cols. (2013) sugeriram que o titulo de antigenemia = 2 células
positivas / 200.000 leucécitos pode ser considerado um ponto de corte apropriado
para iniciar a terapia preemptiva entre os receptores de transplante renal
(SARACINO et al., 2013). Em contraste, Jung e cols. (2010) concluiram que a
terapia deve ser administrada apenas para pacientes com = 25 células positivas por
lamina. Para Schroeder e cols. (2005), o ponto de corte mais apropriado para o
diagnoéstico de infeccdo sintomatica por CMV é 4 células por l1dmina, e 0 mais
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adequado ponto de corte para iniciar a terapia antiviral é 10 células por lamina
(SCHROEDER et al., 2005).

Para avaliar essa questao, foi gerada uma curva ROC para determinar o
ponto de corte do ensaio de antigenemia preditivo da infeccao ativa sintomatica. O
melhor ponto de corte observado foi 5 células positivas / 200.000 leucécitos (AUC =
0,87, sensibilidade = 86%, especificidade = 70%, VPP = 88%, VPN = 71%), como
demonstrado na Figura 1. Baseado nesse ponto de corte, 88% dos pacientes seriam
tratados antes do aparecimento da infeccao sintomatica, o que reduziria a ocorréncia
da infecg&o sintomatica ndo tratada dos 66% observados nesse estudo (Tab. 2) para
29%. Porém, antecipar o ponto de corte de inicio da terapia envolve aumentar a
frequéncia de utilizagdo dos antivirais, o que deve ser visto com cuidado, avaliando
0s riscos e beneficios para os pacientes.

Em conclusao, a alta incidéncia da infeccao ativa por CMV observada ressalta
a importancia de implementar um protocolo de monitoramento e manejo da infecgao
nos receptores de transplante renal no estado da Bahia. Esse protocolo de
monitoramento deve reconhecer a ocorréncia da infeccdo ativa precoce e tardia,
além de considerar a idade do receptor e a captacdo de érgdo de doador cadaver
como fatores associados a maior incidéncia da infeccdo. Em pacientes com infeccéo
sintoméatica, diarreia e elevacdo dos niveis séricos de creatinina foram os sinais e
sintomas mais frequentes. Os pacientes apresentam infecgao sintomatica por CMV a
partir de 5 células positivas / 200.000 leucécitos no ensaio de antigenemia.
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CAPITULO 2

Niveis Plasmaticos de Citocinas e da Proteina C Reativa em Diferentes
Momentos da Infeccao por Citomegalovirus apds o Transplante Renal.
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RESUMO

A infeccao por Citomegalovirus é de alta relevancia no periodo pés-transplante e o
entendimento da dindmica de proteinas plasmaticas envolvidas pode contribuir para
melhor caracterizar a infeccao. O presente estudo objetivou descrever e avaliar os
niveis plasmaticos citocinas e da proteina C reativa (PCR) em 34 pacientes
submetidos ao transplante renal. A infec¢do ativa foi monitorada através do ensaio
de antigenemia para CMV e os niveis de citocinas e de PCR foram quantificados por
ensaio multiplex de citometria de fluxo e por imunoensaio turbidimétrico,
respectivamente. Houve correlagdo entre os niveis de IL-4 e o numero de células
positivas no ensaio de antigenemia em pacientes com infeccao ativa, além disso, a
IL-4 estava em niveis maiores durante a terapia anti-CMV (p<0,01). Houve aumento
nos niveis da PCR em pacientes com infec¢ao ativa (0,5 vs. 8,0; p<0,01), além da
correlagdo entre esses niveis e 0 numero de leucdcitos positivos no ensaio de
antigenemia (r=0,38, p=0,02). Foi observada também correlacdo entre os niveis de
IL-17A e TNF-a (r=0,60, p<0,01) e de IL-17A e IL-4 (r=0,63, p<0,01). Esses achados
sugerem que mudangas nos niveis sistémicos da PCR e da IL-4 desempenham um
papel na resposta imune contra o virus, sendo, portanto, candidatos a
biomarcadores na infecgéo.

Palavras — chave: transplante de rim, Herpesvirus humano 5, citocinas, inflamagao.
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ABSTRACT

Cytomegalovirus infection is highly relevant during post-transplant period and the
knowledge of the dynamic of plasma proteins involved may contribute to better
characterize this infection. The present study aimed to describe and evaluate plasma
levels of cytokines and of the C-reactive protein (CRP) among 34 patients who
underwent renal transplantation. The active infection was monitored by CMV
antigenemia assay and cytokine and CRP levels were quantified by flow cytometry
multiplex assay and turbidimetric immunoassay, respectively. There was correlation
between IL-4 levels and number of positive cells in antigenemia assay during active
infection, moreover, IL-4 was in higher levels during anti-CMV therapy (p<0.01).
There was an increase in CRP levels into patients with active infection (0.5 vs. 8.0;
P<0.01), in addition with correlation between IL-4 levels and the number of positive
leukocytes in antigenemia assay (r=0.38, p=0.02). Correlation between IL-17A and
TNF-a (r=0.60, p<0.01) and IL-17A and IL-4 (r =0.63, p<0.01) levels was also
observed. These findings suggest that changes in systemic levels of CRP and IL-4
play a role in the immune response against the virus, being therefore candidate
biomarkers for infection.

Key words: kidney transplant, Human Herpesvirus 5, cytokines, inflammation.

1. Introducao

O Citomegalovirus (CMV) é um patégeno humano ubiquo, com prevaléncia
variando geograficamente de acordo ao perfil socioecondmico da populagéo,
chegando proximo aos 100% nos paises em desenvolvimento (RAMANAN &
RAZONABLE, 2013). Ele é o agente infeccioso mais comumente relacionado a
desfechos adversos em pacientes submetidos ao transplante de 6rgaos sélidos. A
incidéncia da infeccdo ativa por CMV varia com o perfil sorolégico do doador e do
receptor do 6rgao, com o estado geral da imunossupressdo e com o tipo de 6rgao
transplantado (BEAM & RAZONABLE, 2012; HARVALA et al., 2013).

Durante a infeccao ativa por CMV, a secrecao de citocinas e de proteinas de
fase aguda é importante para recrutar células inflamatérias necessarias ao controle
da replicacdo viral (COMPTON et al., 2003; CERVERA et al., 2007). Embora a
resposta imune contra a infeccao viral geralmente seja amparada pela secrecao de
citocinas pré-inflamatérias ou de perfil Th1, alguns estudos tém demonstrado
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resultados discordantes quanto ao perfil de citocinas secretadas durante a infecgcéo
ativa por CMV em pacientes submetidos ao transplante renal. Essa e cols. (2009)
evidenciaram que a infeccdo ativa induz a secrecdo de citocinas de perfil Th2,
enquanto Berg e cols. (2010) demonstraram que o CMV induz uma ativacao imune
sistémica caracterizada por citocinas de perfil Th1 e proteina C reativa.

Citocinas inflamatorias podem mediar diretamente ou facilitar os processos
patolégicos associados ao CMV (COMPTON et al.,, 2003; NAUCLER, 2006).
Algumas citocinas tém sido relacionadas ao favorecimento da reativagao viral e a
patogénese da lesao tecidual, a exemplo do TNF-a, que induz a sintese de produtos
génicos do CMV que desempenham papel chave na reversao do estado de laténcia
(NAUCLER, 2006; CROUGH & KHANNA, 2009). Além disso, em modelos
experimentais de transplante de pele, a IL-17 foi associada a patogenia da
pneumonia intersticial por CMV (ZHAO et al., 2011).

Desse modo, o presente estudo objetivou descrever e avaliar o perfil
plasmatico de citocinas e da proteina C reativa em pacientes submetidos ao
transplante renal em diferentes momentos da infeccao por CMV.

2. Materiais e Métodos

2.1. Pacientes e controles

Foram coletadas amostras de sangue total de 34 pacientes submetidos ao
transplante renal no Hospital Ana Nery, vinculado a Universidade Federal da Bahia.
Como controle, foram utilizadas amostras de 30 doadores de sangue. O protocolo de
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario
Professor Edgard Santos (CEP-HUPES), parecer n® 27/2009.

A inclusdo dos participantes ocorreu mediante aceitacdo e assinatura do
termo de consentimento livre e esclarecido. Os pacientes incluidos residiam em
varias cidades do estado da Bahia, cuja populacdo € caracterizada pela
descendéncia africana e pela miscigenacao étnica, além de soroprevaléncia para
CMV superior a 85%.

De acordo com caracteristicas relacionadas a infeccdo por CMV, as amostras
biolégicas foram agrupadas em:
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G1: Doadores de sangue sem infeccao ativa (n = 30);

G2: Receptores de transplante renal, assintomaticos e sem infec¢do ativa por CMV
(n=231);

G3: Receptores de transplante renal, com infeccao ativa por CMV, antes de iniciar a
terapia anti-CMV (n = 38);

G4: Receptores de transplante renal, durante a terapia anti-CMV (n = 56) e com

antigenemia ainda positiva.

2.2. Ensaio de Antigenemia para CMV

A detecgédo da infeccdo ativa por CMV foi realizada através do ensaio de
imunofluorescéncia indireta, utilizando o kit comercial CMV Brite turbo Kit (IQ
Products, Groningen, The Netherlands) seguindo as instru¢des do fabricante.

As amostras de sangue periférico tratadas com EDTA foram processadas até
6 (seis) horas apds a puncéo. Foram preparadas duas laminas de cada amostra afim
de que todos os resultados positivos fossem confirmados em duplicata. A
antigenemia foi expressa em n? de células positivas / 200.000 leucécitos.

2.3. Dosagem de citocinas

O nivel plasmatico das citocinas IFN-y, IL-17A, IL-10, IL-6, IL-4 e TNF-a foi
quantificado através de ensaio multiplex por citometria de fluxo. Foram utilizados kits
comerciais Flowcytomix Simplex Kit (Bender MedSystems, Vienna, Austria) e o
citbmetro de fluxo FACSCalibur (Becton Dickinson and Company, Franklin Lakes,
MD, USA), seguindo as instrugdes do fabricante.

A concentracdo de cada citocina foi determinada por interpolagcdo da
intensidade de fluorescéncia utilizando a curva de diluicdo de 7 pontos, analisada
através do software FlowCytomix™ Pro 3.0 (eBiosciences®, Bender MedSystems,
Vienna, Austria). A sensibilidade para deteccao de cada citocina foi: IFN-y = 1,6
pg/mL, IL-17A = 2,5 pg/mL, IL-10 = 1,9 pg/mL, IL-6 = 1,2 pg/mL, IL-4 = 20,8 pg/mL e
TNF-a = 3,2 pg/mL.

2.4 Dosagem de proteina C reativa (PCR)

O nivel plasmatico da PCR foi quantificado por imunoensaio turbidimétrico
através do sistema automatizado de quimica seca Vitros® 250/1 micro-slide system
(Ortho-Clinical Diagnostics, Inc., Rochester, NY, USA) seguindo as instrucées do
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fabricante. A sensibilidade para deteccao foi de 0,5 mg/L. Os resultados > 40 mg/L

foram confirmados em duplicata.

2.5 Definigbes

Infecgéo ativa por CMV: termo utilizado para evidenciar que o CMV estd em
fase de replicacdo em células do hospedeiro. O ensaio de antigenemia positivo (= 1
célula positiva / 200.000 leucécitos) indica a ocorréncia da infeccao ativa.

Infeccao ativa sintomatica: a deteccao da replicacao viral através do ensaio
de antigenemia em paciente que apresente sinais e/ou sintomas relacionaveis a
infeccdo por CMV.

Episédio de infeccdo ativa: caracteriza-se pelo periodo desde o diagndstico
da infecgdo ativa até a observancia de dois resultados consecutivos de antigenemia

negativa com intervalos semanais.

2.6 Analises Estatisticas

Niveis de citocinas foram expressos em medianas e intervalo inter-quartilico
(1Q, Q1 — Q3). Os quatro grupos (G1 a G4) foram analisados utilizando o teste de
Kruskal-Wallis e a comparagdo multipla de Dunn. Variaveis continuas foram
analisadas pelo teste de Mann-Whitney quando indicado. A correlacdo entre
variaveis foi analisada pelo coeficiente de Spearman. A normalidade dos dados
continuos foi avaliada pelo Kolmogorov-Smirnov test. O valor de P < 0,05 foi
considerado estatisticamente significante.

3. Resultados

3.1. Caracteristicas dos Pacientes

Dos trinta e quatro pacientes incluidos, 18 eram do sexo masculino e 16 do
sexo feminino. A terapia imunossupressora com tacrolimus, micofenolato mofetil e
prednisona era utilizada por 83% deles. A idade média foi de 31,3 = 16,9 anos
(mediana = 30).
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3.2. Niveis Plasmaticos de Citocinas

Na Tabela 1 sdo demonstrados os niveis plasmaticos de IFN-y, IL-17A, IL-10,
IL-6, IL-4 e TNF-a em diferentes momentos da infeccdo por CMV. Os pacientes
transplantados (G2, G3 e G4) apresentaram niveis plasmaticos de todas as citocinas
maiores do que o grupo controle (G1; p<0,05).

Nao foram observadas diferencas quanto aos niveis das citocinas IFN-y, IL-
17A, IL-10, IL-6 e TNF-a entre os pacientes em relacdo ao momento da infeccéao
(G2, G3, G4; p>0,05). A IL-4 estava em niveis maiores em pacientes com infec¢ao
ativa durante a terapia anti-CMV do que nos pacientes sem infeccao ativa (G4 vs.
G2; Tab. 1, Fig. 1).

3.3. Niveis Plasmaticos da PCR

Os niveis da PCR variaram entre os diferentes momentos da infecgéo (Fig. 2).
Houve aumento dos niveis plasméticos da PCR na infec¢do ativa (0,5 vs. 8,0;
p<0,01), decrescendo durante a terapia anti-CMV, porém ainda permanecendo
maiores do que nos pacientes sem infeccao ativa (3,9 vs. 0,5; p<0,01).

3.4. Correlacbes

Durante a infeccdo ativa, foi observada relacdo direta entre a contagem da
antigenemia para CMV e os niveis plasmaticos da PCR (r=0,38, p=0,02) e da IL-4
(r=0,34, p=0,04) (Fig. 3). Houve também correlagcédo entre os niveis de IL-17A e TNF-
a (r=0,60, p<0,01) e IL-17A e IL-4 (r=0,63, p<0,01). Para as demais citocinas, nao
houve correlagdo com a contagem da antigenemia nem com 0s niveis de outra

citocina (p>0,05).

Tabela 1. Niveis plasmaticos de citocinas em diferentes momentos da infeccao por
CMV.

Citocina Controles (G1) Sem Infecgédo Ativa Com Infecgéo Ativa Terapia anti-CMV
(pg/mL) (G2) (G3) (G4)

IFN-y 23,7 (20,1 - 27,8) 41,2 (32,6 - 55,1) 39,9 (33,3 - 50,0) 46,6 (30,1 - 71,8)
IL-17A 14,0 (13,4 - 19,9) 45,1 (19,1 - 68,8) 51,0 (23,2 - 103,9) 60,0 (32,1 - 105,6)
IL-10 27,4 (26,7 - 32,1) 42,8 (35,1 - 54,1) 42,3 (32,8 - 56,0) 47,5 (40,3 - 60,2)
IL-6 22,2 (21,6 - 26,2) 26,4 (26,1 - 26,7) 26,6 (26,1 - 27,6) 27,1 (26,4 - 28,3)
IL-4 32,1 (27,1 - 35,0) 41,9 (35,6 - 44,7)* 42,3 (38,3-47,2) 46,2 (40,8 - 50,6)*
TNF-a 13,3 (12,7 -14,7) 27,4 (23,0 - 37,5) 30,7 (21,5 - 39,0) 33,2 (26,0 - 48,8)

Valores expressos em mediana e 11Q (Q1 — Q3). Os valores medianos foram analisados pelo teste de Kruskal-
Wallis e a comparagdo multipla de Dunn. Os niveis de todas as citocinas do grupo (G1) foram inferiores aos dos
demais grupos (G2, G3 e G4; p<0,05).*p<0,01.
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Figura 1. Niveis plasmaticos de IL-4 em diferentes momentos da infec¢cao por CMV.
O termo infecgao refere-se a infecgéo ativa. *p<0,01.
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Figura 2. Niveis plasmaticos da PCR em diferentes momentos da infeccdo por CMV.
O termo infecgéo refere-se a infecgdo ativa. “p<0,01; bp<0,01 ; °p<0,01. Mann Whitney test. Mediana
(Q1-Q3): G1=1,3 (0,5 - 5,3); G2=0,5 (0,5 — 6,6); G3=8,0 (3,0 — 18,5); G4=3,9 (0,5 — 12,0).
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Figura 3. Correlacao entre o valor da antigenemia para pp65 e niveis plasmaticos de
PCR (A) e IL-4 (B). Todas as amostras incluidas foram de pacientes que n&o tinham iniciado a
terapia anti-CMV. Coeficiente de Spearman r.
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Figura 4. Correlacdo entre niveis plasmaticos de citocinas durante a infec¢ao ativa

por CMV. A. IL17A e TNF-a. B. IL17A e IL-4. Todas as amostras incluidas foram de pacientes que
nao tinham iniciado a terapia anti-CMV. Coeficiente de Spearman r.

4. Discussao

Os niveis plasmaticos de todas as citocinas estudadas (IFN-y, IL-17A, IL-10,

IL-6, IL-4, e TNF-a) estavam maiores nos receptores de transplante renal do que no

grupo controle (P<0,05; Tab. 1). Considerando os pacientes transplantados em

diferentes momentos da infec¢ao, ndao foram observadas variagdes estatisticamente
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significativas nos niveis das citocinas IFN-y, IL-17A, IL-10, IL-6 e TNF-a, apenas a
IL-4 apresentou niveis maiores em pacientes com infeccdo ativa durante a terapia
anti-CMV do que na auséncia da infeccao ativa (Tab. 1, Fig. 1). Alguns estudos
relataram a elevacao dos niveis séricos ou plasmaticos de TNF-a, IL-6, IL-8, IL-10
durante a infecgao por CMV, entretanto, apresentam resultados discordantes entre si
quanto a cada citocina isolada, além do que, as comparagdes utilizaram
metodologias e momentos diferentes do periodo pos-transplante (HUMAR et al.,
1999; CERVERA et al., 2007).

Humar e cols. (1999) observaram que, durante a infecgdo sintomatica por
CMV, pacientes submetidos ao transplante de medula &éssea apresentavam
elevagao nos niveis séricos maximos das citocinas TNF-a, IL-6 e IL-8 em relagédo a
periodos sem infeccao ativa. Cervera e cols. (2007) relataram que, nos pacientes
transplantados com érgao sélido, havia elevagéao dos niveis plasmaticos de TNF-a e
IL-10 durante a infec¢cdo por CMV em comparagao ao primeiro més de transplante,
entretanto, ndo houve diferenca estatistica quando comparado ao pés-cirargico
imediato. Esse mesmo estudo ndo observou mudanca nos niveis plasmaticos de IL-
6 associada a infecgdo por CMV.

A participacao de diversas citocinas na patogénese da infeccdo por CMV héa
tempos tém sido evidenciada (COMPTON et al.,, 2003; NAUCLER, 2006). A
secrecdo de citocinas pode ser diferentemente regulada de acordo com tipos
celulares envolvidos e com fatores relacionados aos pacientes e ao transplante,
como a realizacao de dialise pré-transplante, o tipo de tratamento imunossupressivo
utilizado e as complicacées poés-operatérias, a exemplo da funcédo retardada do
enxerto, da rejeicdo aguda ou cronica e das infeccoes (DANIEL et al., 2005;
LIBETTA et al., 2007).

Apesar de muito conhecimento adquirido com relacdo ao papel das células T
especificas nas infec¢des virais, ainda ha resultados discordantes quanto ao perfil
de citocinas secretadas por essas células em resposta a infeccao ativa por CMV.
Alguns estudos evidenciaram a producdo de citocinas do perfil Th2, enquanto outros
demonstraram a resposta predominantemente de citocinas do perfil Th1 (ESSA et
al., 2000; VILLACRES et al., 2004). No presente estudo, ndo foi observado um
padrao plasmatico de citocinas relacionado a infec¢gdo por CMV (Th1 ou Th2). Os

perfis mantiveram-se em equilibrio, uma vez que nao houve diferengas observadas
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entre os niveis de IFN-y, IL-17A, IL-10 e IL-4 em um mesmo momento da infeccao
(G2, G3, G4; P > 0.05) (Tab. 1).

A tolerancia e a rejeicao ao enxerto também tém sido associadas a diferentes
perfis de citocinas. Enquanto as citocinas Th2 favorecem a tolerancia imunoldgica ao
enxerto, citocinas Th1 participam de processos de rejeicdo ao érgao transplantado
(AMIRZARGAR et al., 2005; CHEN et al., 2008). Ap6s os episodios de rejeicao, ha
elevada incidéncia de infeccao ativa por CMV (CORDERO et al.,, 2012). Neste
estudo, ndo houve associagdo entre infeccdo por CMV e rejeicdo ao 6rgao
transplantado (dados nao mostrados).

Para analisar se o CMV também induz inflamagéo n&o especifica, o nivel
plasmatico da PCR foi quantificado nos diferentes momentos da infeccao. A PCR é
uma proteina de fase aguda, sintetizada pelo figado principalmente em resposta a
IL-6, que aumenta os niveis plasmaticos durante os processos inflamatérios (GABAY
& KUSHNER, 1999). Ha evidéncias de que os niveis de PCR podem ser utilizados
para distinguir entre infeccdo por CMV e outras infeccoes bacterianas
(COSTALONGA et al.,, 2009). No presente estudo, foi observado que durante a
infeccdo ativa houve elevacao dos niveis plasmaticos da PCR, sugerindo entdo que
essa proteina desempenha um papel no processo inflamatério induzido pela
infeccdo por CMV (Fig. 2). Berg e cols. (2010) observaram que a infec¢do primaria
por CMV em receptores de transplante renal induz uma reposta proé-inflamatéria
caracterizada pelo aumento sérico dos niveis de PCR e IFN-y durante o pico da
infeccdo ativa. Os autores ainda sugerem que, por promover uma resposta
inflamatéria mantida até durante a laténcia viral e polarizada para o perfil Th1, o
CMV poderia contribuir para a patogénese da rejeicao crbnica ao enxerto.

Durante a infeccdo ativa por CMV, houve correlacdo entre o nuimero de
células positivas no ensaio de antigenemia e os niveis plasmaticos da PCR (r=0,38;
p=0,02) e da IL-4 (r=0,34; p=0,04) (Fig. 3). Foi também observada forte correlacao
entre os niveis de IL-17A e TNF-a (r=0,60; p<0,01) e de IL-17A e IL-4 (r=0,63;
p<0,01) (Fig. 4). Esses achados apresentam evidéncias de que a PCR e a IL-4 estao
diretamente relacionadas a evolugdao da infeccdo ativa, uma vez que a infeccéo
induziu a elevacao proporcional da secrecao da PCR e da IL-4 no plasma (Fig. 2 e
Fig. 4).

A resposta sistémica a uma infeccdo é pautada pela secrecdo de varias
citocinas e o equilibrio entre elas contribui para o desfecho da infeccao em favor do



52

agente infeccioso ou do hospedeiro. A replicacdgo do CMV em macréfagos
diferenciados depende, aparentemente, da producédo de IFN-y e TNF-a. Ambas as
citocinas possuem efeito antiviral, contudo, nenhuma das duas parece inibir a
replicacdo do virus em macréfagos infectados (NAUCLER, 2006). Neste estudo, nao
houve variacdo com significado estatistico nos niveis plasmaticos do IFN-y ou da
TNF-a durante a infeccao ativa (Tab.1).

A IL-17 é uma citocina com papel reconhecido em doencas autoimunes e que
participa do recrutamento de leucocitos nas fases iniciais da inflamacao. Ela
representa uma familia de cinco citocinas, na qual a IL-17A e a IL-17F s&o os
membros clinicamente mais importantes. Seu papel nas infec¢des virais ainda nao é
muito claro, mas ja ha evidéncias de que ela participa da imunopatologia da
inflamacdo na coérnea pelo virus Herpes simplex (SURYAWANSHI et al., 2011;
CHUNFANG et al., 2013). Alguns autores avaliaram a participacao das células Th17
na infeccdo por CMV e destacam o papel importante da IL-17 no combate a
infeccao, porém esse achado nao é consenso (O'CONNOR et al., 2012). Por outro
lado, o CMV é um virus associado a fisiopatologia de doencas inflamatérias e
autoimunes, o que o coloca no mesmo contexto clinico de atuagdo da IL-17. No
presente estudo, apesar de ndo haver variacao nos niveis da IL-17A durantes os
diferentes momentos da infeccdo por CMV e ndo haver associacédo entre IL-17A e
valor da antigenemia, a IL-17A pode estar contribuindo para a patogenia ou resposta
imune contra o CMV, uma vez que durante a infecgdo ativa os niveis plasmaticos
dessa citocina correlacionaram-se com os da citocina pro-inflamatéria TNF-a e os da
IL-4 (Fig. 4).

Desse modo, o presente estudo evidenciou novas observacdes sobre 0s
niveis plasmaticos de citocinas e da proteina C reativa durante a infeccao por CMV
em pacientes submetidos ao transplante renal. Nao houve variagdo nos niveis
plasmaticos de IFN-y, IL-17A, IL-10, IL-6 TNF-a nos diferentes momentos da
infeccdo, apenas os da IL-4 durante a terapia anti-CMV e os da PCR durante a
infeccdo ativa. Foi evidenciada a relacdo entre numero de células positivas no
ensaio de antigenemia e niveis plasmaticos da PCR e da IL-4, além da correlacédo
entre os niveis de IL17A e TNF-a e de IL17A e IL-4 durante a infeccao ativa. Esses
achados sugerem que mudancas nos niveis sistémicos da PCR e da IL-4 participam
da resposta imune contra o virus, sendo, portanto, candidatos a biomarcadores na
infeccao.
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RESUMO

O Citomegalovirus € um dos principais agentes infeciosos causadores de
morbimortalidade em pacientes transplantados, o que ressalta a importancia do
diagnéstico e monitoramento da infecgdo. O presente estudo objetivou monitorar e
descrever caracteristicas clinicas e imunoldgicas da infecgdo ativa por CMV em
pacientes submetidos ao transplante alogénico de células tronco hematopoiéticas.
Nos 28 pacientes incluidos, foram realizados ensaios seriados de antigenemia para
pp65, além de determinagbes plasmaticas da proteina C reativa (PCR) e das
citocinas IFN-y, IL-17A, IL-10, IL-6, IL-4 e TNF-a. A infeccao ativa foi observada em
67,9% dos pacientes, ocorrendo precocemente em 50% e tardiamente em 28,6%.
Houve infecgdo sintomatica em 58,4% dos episédios, tendo febre (57%) e diarreia
(43%) como principais sintomas. O tratamento preemptivo com ganciclovir foi eficaz
em 100% dos episodios. A infecgdo ativa foi associada ao aumento da IL-17A
plasmatica (61,0 vs. 140,0; p<0,01). Durante a terapia anti-CMV, observou-se
elevacao dos niveis plasmaticos da PCR (7,0 vs. 19,4; p=0,03) e reducao dos niveis
de IFN-y (65,0 vs. 38,6; p<0,01) e IL-4 (48,0 vs. 39,5; p=0,03). Os achados
evidenciaram a alta incidéncia da infeccao ativa, a eficacia do tratamento preemptivo
e a importancia de monitorar o CMV além do 100° dia poés-transplante. Foram
observadas alteracoes plasmaticas nos niveis de PCR, IL-17A, IFN-y e IL-4 em
diferentes momentos de infeccao por CMV, sugerindo a participacdo dessas
proteinas na resposta imune sistémica contra o virus e a possibilidade de utilizagao
desses niveis como fatores preditivos na infecgéao.

Palavras - chave: transplante de medula Ossea, Herpesvirus Humano 5,
diagnéstico, citocinas.
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ABSTRACT

Cytomegalovirus is a major infectious agents causing morbidity and mortality in
transplant patients, which highlights the importance of diagnosis and monitoring the
infection. This study aimed to monitor and describe clinical and immunological
characteristics of CMV active infection in patients undergoing allogeneic
hematopoietic stem cell transplantation. In the 28 patients included, were performed
serial pp65 antigenemia tests and quantification of plasma levels of C-reactive
protein (CRP) and cytokines IFN-y, IL -17A, IL-10, IL-6, IL-4 and TNF-a. The active
infection was observed in 67.9% of patients, occurring early in 50% and late in 28.6%
of them. There was symptomatic infection in 58.4% of episodes, having fever (57%)
and diarrhea (43%) as major symptoms. Preemptive treatment with ganciclovir was
effective in 100% of the episodes. The active infection was associated to increase
plasma levels of IL-17A (61.0 vs 140.0, P<0.01). During anti-CMV therapy, we
observed elevated plasma levels of CRP (7.0 vs 19.4, P=0.03) and reduced levels of
IFN-y (65.0 vs 38.6, p<0.01) and IL-4 (48.0 vs 39.5, p=0.03). These findings indicate
the high incidence of active infection, the efficacy of preemptive treatment and the
importance of monitoring CMV infection beyond the 100th day after transplantation.
Changes were observed in plasma levels of CRP, IL-17A, IFN-y and IL-4 at different
times of CMV infection, suggesting the involvement of these proteins in the systemic
immune response against the virus and the possibility of using these levels as
predictive factors in infection.

Keywords: bone marrow transplantation, Human Herpesvirus 5, diagnosis,
cytokines.

1. Introducao

O transplante de células tronco hematopoiéticas (TCTH) é um importante
procedimento terapéutico para restabelecer a fungcdo medular em pacientes com
doencas hematolégicas malignas e algumas nao malignas (COPELAN, 2006;
CHEUK, 2013). Entretanto, antes e apds a infusdo das células, a quimioterapia
utilizada promove uma imunossupressao que favorece o aparecimento de infeccoes
(GEORGE et al., 2010; KEDIA et al., 2013).

O citomegalovirus (CMV) €é um dos principais agentes infecciosos
causadores de morbimortalidade no periodo poés-TCTH alogénico, apesar dos
avancos na prevencao e no tratamento preemptivo (BOECKH & LJUNGMAN, 2009).

Trata-se de um virus ubiquo, com soroprevaléncia variando entre 40-100% nas
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diversas populacdes estudadas (BEAM & RAZONABLE, 2012). Até um ano apés o
transplante, a infec¢ao ativa por CMV ocorre em 30-90% dos receptores de TCTH
alogénico, podendo apresentar-se de forma subclinica ou evoluir para infeccao
orgao invasiva no pulmao, trato gastrintestinal, figado e até sistema nervoso central
(PERES et al., 2010; LUIUNGMAN et al., 2011; HEREDIA et al., 2014).

A patogénese da infeccdo por CMV é complexa, sendo mediada pelas
interacbes entre o virus e o sistema imune do hospedeiro, envolvendo a
apresentacao antigénica, a producao de citocinas e a resposta imune celular e
humoral (BOECKH & LIUNGMAN, 2009). Existem controvérsias quanto ao perfil de
citocinas envolvidas na resposta imune contra o CMV, alguns autores apontam o
papel central de citocinas pro-inflamatérias ou Th1, enquanto outros evidenciaram o
perfil Th2, o que ressalta a importancia de estudos que avaliem essa questdao (ESSA
et al., 2009; BERG et al., 2010).

Técnicas imunolégicas ou de biologia molecular sdo amplamente utilizadas
para detectar a infeccao ativa por CMV (HEREDIA et al., 2014). O monitoramento
periddico possibilita o diagnodstico precoce e permite a introdugdo da terapia
preemptiva, o0 que reduz a incidéncia de infeccao grave e mortalidade por CMV
(TOMBLYN et al., 2009; SHARMA et al., 2013).

Desse modo, o presente estudo objetivou monitorar a incidéncia e descrever
caracteristicas clinicas e imunolégicas da infeccao ativa por CMV em pacientes
submetidos ao TCTH alogénico em uma populacao de alta prevaléncia desse virus.

2. Materiais e Métodos

2.1 Pacientes

O estudo foi realizado em pacientes submetidos ao transplante alogénico de
células tronco hematopoiéticas (TCTH) no periodo entre Jun/2010 e Jun/2012.
Foram incluidos pacientes baianos que realizaram o transplante no Hospital
Universitario Prof. Edgard Santos da Universidade Federal da Bahia ou passaram a
ser assistidos pela referida equipe até no maximo 20 dias p6s-TCTH.

O protocolo de estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital Universitario Professor Edgard Santos (CEP-HUPES), parecer n® 27/2009.
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A inclusao dos participantes ocorreu mediante aceitagcao, ratificada pela assinatura
do termo de consentimento livre e esclarecido. De um total de 47 pacientes
transplantados no periodo, 28 foram incluidos no estudo. A exclusao se deu pelo
nao monitoramento adequado de acordo ao protocolo proposto abaixo.

Os pacientes incluidos residiam em varias cidades do estado da Bahia, cuja
populacado é caracterizada pela descendéncia africana e pela miscigenacao étnica,
além de soroprevaléncia para CMV superior a 85%. Os pacientes excluidos nao
diferiram dos incluidos quanto ao sexo, idade, fonte de células tronco e doenca de
base.

Esses pacientes foram monitorados prospectivamente para infecgéao ativa por
CMV em intervalos semanais até o centésimo dia p6s-TCTH (D+100). Apbs o
D+100, o monitoramento ocorreu durante as consultas de revisdo e/ou quando o
paciente apresentava sinais e/ou sintomas potencialmente relacionados, a critério
clinico. O estudo ainda incluiu a determinacdo plasmatica das citocinas IFN-y, IL-
17A, IL-10, IL-6, IL-4, TNF-a e da proteina C reativa (PCR) em diferentes momentos
da infeccao.

2.2 Processamento das amostras bioldgicas

Em cada coleta, foram obtidos 8 mL de sangue periférico tratado com EDTA.
Quatro mililitros (4 mL) foram utilizados para o ensaio de antigenemia para CMV, os
outros 4 mL foram utilizados para a obtencdo de plasma para as dosagens de
citocinas e PCR.

2.3 Ensaio de Antigenemia para CMV

O monitoramento da infeccao ativa por CMV foi realizado através do ensaio
de imunofluorescéncia indireta, utilizando o kit comercial CMV Brite turbo Kit (1Q
Products, Groningen, The Netherlands) seguindo as instrucbes do fabricante. As
amostras bioldgicas foram processadas até 6 (seis) horas apods a puncao. Para cada
paciente, foram preparadas duas laminas com citocentrifugado leucocitario afim de
gue todos os resultados positivos fossem confirmados em duplicata.

Os resultados foram expressos em n° de células positivas / 200.000
leucocitos. Todos os pacientes com resultado de antigenemia positiva (= 1 célula
positiva / 200.000 leucdcitos) foram tratados com ganciclovir intravenoso (5mg/kg)
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por, no minimo, 14 dias até a obtencdo de duas antigenemias negativas com

intervalos semanais.

2.4 Dosagem de Citocinas

O nivel plasmatico das citocinas IFN-y, IL-17A, IL-10, IL-6, IL-4 e TNF-a foi
quantificado através de ensaio multiplex por citometria de fluxo. Foram utilizados kits
comerciais Flowcytomix Simplex Kit (Bender MedSystems, Vienna, Austria) e o
citbmetro de fluxo FACSCalibur (Becton Dickinson and Company, Franklin Lakes,
MD, USA), seguindo as instrugdes do fabricante.

A concentracdo de cada citocina foi determinada por interpolacdo da
intensidade de fluorescéncia utilizando a curva de diluicdo de 7 pontos, analisada
através do software FlowCytomix™ Pro 3.0 (eBiosciences®, Bender MedSystems,
Vienna, Austria). A sensibilidade da deteccdo de cada citocina foi: IFN-y = 1,6
pg/mL, IL-17A = 2,5 pg/mL, IL-10 = 1,9 pg/mL, IL-6 = 1,2 pg/mL, IL-4 = 20,8 pg/mL e
TNF-a = 3,2 pg/mL. Amostras de 30 doadores de sangue foram utilizadas como

controles.

2.5 Dosagem da proteina C reativa (PCR)

O nivel plasmatico da PCR foi quantificado através de imunoensaio
enzimatico turbidimétrico utilizando o sistema automatizado de quimica seca Vitros®
250/1 micro-slide system (Ortho-Clinical Diagnostics, Inc., Rochester, NY, USA)
seguindo as instrugcdes do fabricante. A sensibilidade da detecgdo foi de 0,5 mg/L.
Os resultados > 40 mg/L foram confirmados em duplicata. Amostras de 30 doadores

de sangue foram utilizadas como controles.

2.6 Definicées

Infecgéo ativa por CMV: termo utilizado para evidenciar que o CMV estd em
fase de replicacdo em células do hospedeiro. O ensaio de antigenemia positivo (= 1
célula positiva / 200.000 leucécitos) indica a ocorréncia da infeccao ativa.

Episédio de infeccdo ativa: caracteriza-se pelo periodo desde o diagndstico
da infecgdo ativa até a observancia de dois resultados consecutivos de antigenemia

negativa com intervalos semanais.



60

2.7 Analises Estatisticas

Variaveis categéricas foram analisadas pelo teste X? e as variaveis continuas
pelo Mann-Whitney U teste. Niveis de citocinas foram expressos em medianas e
intervalo inter-quartilico (11Q, Q1 — Q8). A normalidade dos dados continuos foi
avaliada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Os quatro grupos (G1 a G4) foram
analisados utilizando oteste de Kruskal-Wallis e a comparagdo multipla de Dunn. O

valor de P < 0,05 foi considerado estatisticamente significante.

3. Resultados

Dos 28 pacientes incluidos, 14 (50%) eram sexo masculino e 14 (50%) do
sexo feminino. A idade média (+ desvio padrao) foi de 36,4 (+ 15,2) anos. A doenca
de base mais prevalente foi leucemia mieldide aguda (35,7%) e todos os
transplantes foram realizados entre doadores e receptores soropositivos para CMV
(D+/R+) (Tab. 1).

O sangue periférico foi a principal fonte das células tronco (75%) (Tab. 1). O
regime de condicionamento mieloablativo foi o mais utilizado (46,4%), seguido pelo
nao mieloablativo (39,3%). Com relagdo a proximidade imunolégica entre
doador/receptor, 78,6% dos doadores eram aparentados e com HLA idéntico ao
receptor. A doenca do enxerto contra o hospedeiro (DECH) ocorreu em 92,8% dos
pacientes, sendo aguda em 75% deles e cronica em 82%. A profilaxia para DECH foi
realizada principalmente com a ciclosporina. Apenas 1 (um) paciente fez uso de
alemtuzumabe e 1 (um) utilizou globulina antitimocitaria (ATG) durante o regime de
condicionamento. Onze pacientes (39,3%) foram a O&bito no periodo de
monitoramento, principalmente devido a recidiva da doenca (63,6%). Nao houve
Obito associado a infecgdo por CMV (Tab. 1).

O monitoramento pela antigenemia durou em média 344 + 244 dias (minimo =
104, maximo = 1132, mediana = 268). Nao houve associagcado estatistica (p>0,05)
entre a ocorréncia da infecgao ativa por CMV e as variaveis qualitativos como: sexo,
fonte de medula 6ssea, realizacdo de TCTH prévio, tipo de doador, realizacado de
infusdo de linfécitos do doador (ILD), doenca de base, intensidade do regime de
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condicionamento, tipo de profilaxia para DECH, uso de metil-prednisolona, tipo de
DECH e causa do 6bito (dados nao mostrados).

A incidéncia de infeccao ativa por CMV foi de 67,9% (19/28) (Tab. 2). Foram
observados 24 episédios de infeccao ativa, dos quais 14 (58,4%) tiveram sinais /
sintomas associados, principalmente febre (57%) e diarreia (43%). DECH foi
observada em 50% desses episddios. A infeccdo ativa precoce ocorreu em 14
pacientes (50,0%; mediana de 43,5 dias), enquanto a infeccdo tardia foi observada
em 8 pacientes (28,6%; mediana de 170 dias) (Tab. 2). Todos os pacientes com
infeccdo ativa foram tratados preemptivamente com ganciclovir intravenoso, obtendo
100% de resolutividade da infecc¢ao.

Os receptores de TCTH apresentaram niveis de PCR maiores do que o grupo
controle (p<0,05; Fig. 1). Durante o tratamento anti-CMV, o nivel plasmatico da PCR
foi superior ao apresentado por pacientes sem infeccao ativa (19,4 vs. 7,0; p=0,03;
Fig. 1).

A Tabela 3 evidencia os niveis plasmaticos das citocinas em diferentes
momentos da infeccao por CMV. A IL-17A foi detectada em niveis mais altos em
pacientes com infeccdo ativa (140,7 vs. 61,0; p<0,01). Durante a terapia antiviral,
houve reducao nos niveis de IL-4 (48,0 vs. 39,5; p = 0,03) e de IFN-y (65,0 vs. 38,6;
p <0,01).

A Figura 2 mostra a razao entre as citocinas IL-17A, IFN-y e IL-4. Em
pacientes com infeccao ativa, a razao entre IL-17A / IL-4 e IL-17A / IFN-y é mais alta
do que nos pacientes sem infeccao ativa (p<0,01). Por outro lado, a razdo IFN-y / IL-
4 nao diferiu entre pacientes com e sem infeccao ativa (p>0,05). As razdes entre as
demais combinagdes de citocinas nao diferiram em relagdo a ocorréncia ou nao da
infeccao ativa (p>0,05). Nao foi observada correlagao entre os niveis de citocinas e o
namero de células positivas / 200.000 leucécitos no ensaio de antigenemia para
CMV em pacientes com infeccéo ativa (dados ndo mostrados).



Tabela 1. Caracteristicas dos pacientes submetidos ao transplante alogénico de
células tronco hematopoiéticas.

Caracteristicas

Receptores do TCTH (%)

Idade (anos)
Média, (+DP), Mediana (Min-Max)
Sexo

36,4 (+15,2), 35,5 (10 - 62)

Masculino / Feminino 14/ 14
TCTH prévio 6 (21,4)
Fonte de células tronco

Sangue periférico 21 (75,0)

Medula 6ssea 6 (21,4)

Cordao umbilical 1(3,6)
Doador

HLA idéntico 22 (78,6)

Alternativo* 6 (21,4)
Mediana do tempo de pega em dias (Min-Max) 14,5 (8 - 20)
Infusao de linfécitos do doador (ILD) 8 (28,6)
Doenca de base

Leucemia miel6ide aguda (LMA) 10 (35,7)

Leucemia mieldide cronica (LMC) 4 (14,3)

Leucemia linfocitica aguda (LLA) 5(17,9)

Sindromes mielodisplasicas (SMD) 3(10,7)

Anemia aplasica grave (AAG) 3(10,7)

Outras™ 3(10,7)
Status soroldgico para CMV

Doador + / receptor + 28 (100)
Intensidade do regime de condicionamento™*

Mieloablativo (MA) 13 (46,4)

Condicionamento de intensidade reduzida (CIR) 4 (14,3)

Nao mieloablativo (NMA) 11 (39,3)
Profilaxia para DECH

CsP 16 (57,2)

CsP + MMF 2(7,1)

CsP + FK 7 (25,0)

CsP + MTX 2(7,1)

FK + MMF 1(3,6)
Uso de metil-prednisolona 19 (67,8)
Doega do enxerto contra o hospedeiro (DECH) 26 (92,8)

Aguda 21 (75,0)

Crobnica 23 (82,0)
Obito 11 (39,3)

Por CMV 0(0,0)

Recaida da doencga 7 (63,6)

Outras causas™*** 4 (36,4)

*Doadores alternativos (N = 6): 2 haploidénticos e 4 ndo aparentados.

**Qutras doengas de base (N = 3): Hemoglobindria Paroxistica Noturna, Linfoma nao-Hodgkin DGCB, Anemia de Fanconi.
***Intensidades de regimes de condicionamento descritas por BACIGALUPO e cols. (2009).

****Obito por outras causas (N=4): 3 por sepse e 1 por DECH crénica grau lIl.

DECH: doenga do enxerto contra o hospedeiro; Doador HLA idéntico: aparentado full match; Doador Alternativo: Nao
aparentado ou haploidéntico; CsP: Ciclosporina; MMF: Micofenolato mofetil; FK: tacrolimus; MTX: Metotrexato; DP: Desvio
Padrdo; Min-Max: Minimo e Maximo.
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Tabela 2. Perfil dos pacientes com infecgao ativa por CMV.

N® total da pacientes transplantados 28
Infec¢ao ativa no p6s-TCTH

Sim 19 (67,9%)

Nao 9 (32,1%)
N@ total de episddios de infeccéo ativa 24
Uso de metil-prednisolona durante a infec¢ao ativa 10/24 (41,6%)
N® de episédios de infecgado ativa no pés-THCT por paciente

1 episddio 15 (78,9%)

2 episodios 3 (15,8%)

3 episodios 1 (5,3%)
Ocorréncia de infecgéo ativa (n = 19 pacientes)

Precoce apenas 11 (57,9%)

Tardia apenas 5 (26,9%)

Precoce e tardia? 3 (15,8%)
Episédio de infeccao ativa®

Assintomatico 10 (41,6%)

Sintomatico 14 (58,4%)
Sinais e Sintomas durante a infecgéo ativa

Febre 8/14 (57%)

Diarréia 6/14 (43%)

Citopenia 3/14 (22%)

Outros® 3/14 (22%)
DECH durante episddios de infecgao ativa

Néo 12/24 (50%)

Sim° 12/24 (50%)
Mediana da infec¢ao ativa em dias (Min-Max) 56,5 (25 - 325)
Mediana da infec¢ao ativa precoce em dias (Min-Max) 43,5 (25 - 66)
Mediana da infec¢ao ativa tardia em dias (Min-Max) 170 (101 - 325)
Mediana do valor da primeira antigenemia (Min-Max)® 8,5 (2-135)
Mediana do valor da antigenemia mais alta (Min-Max)® 8,5(3-135)
Mediana da negativacdo da antigenemia em dias (Min-Max)’ 7,0 (7 - 35)

4Infeccdo precoce: até o 1002 dia pds-TCTH; Infeccao tardia: ap6s o 1002 dia do TCTH.

®Todos os pacientes com infecgao ativa foram submetidos a terapia com GCV intravenoso, obtendo-se 100% de
resolutividade.

°Outros sinais / sintomas incluem: 2 casos de nauseas e 1 de hematuria.

YDECH localizada em: pele (n=7), trato gastrintestinal (n=5) e figado (n=2).

®Valor dado em n® células positivas / 200.000 leucécitos.

'O tratamento antiviral com GCV iniciou até o dia seguinte da detecgao a 12 antigenemia positiva. Os testes
foram realizados em intervalos semanais.

DECH: Doencga do enxerto contra o hospedeiro; TCTH: Transplante de Células Tronco Hematopoiéticas; GCV:
ganciclovir; Min-Max: Minimo e Maximo.
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Figura 1. Niveis plasmaticos da PCR em diferentes momentos da infeccao por CMV.
*O grupo controle apresentou niveis medianos diferentes de todos os demais grupos (p<0,05); **Nivel
mediano de G4 superior ao de G2 (19,4 vs. 7,0; p=0,03). Mann-Whitney U test. Controle: Doadores
de Sangue Saudaveis. G2: Receptores de TCTH sem infeccdo ativa. G3: Receptores de TCTH com
infeccdo ativa, antes do inicio da terapia antiviral. G4: Receptores de TCTH no 72 de terapia antiviral
com ganciclovir intravenoso.

Tabela 3. Niveis plasmaticos de citocinas em momentos diferentes da infeccao por
CMV.

Citocina (pg/mL) Controle (G1)? Sem infecgao ativa (G2) Com infecgdo ativa (G3) Terapia anti-CMV (G4)

IFN-y 24,0 (20,1 - 27,0) 44,7 (34,9 - 60,8)° 65,0 (43,8 - 82,0)° 38,6 (29,5 - 46,1)>°
IL-17A 14,0 (12,3 - 18,5) 61,0 (39,3 - 89,5)° 140,7 (28,0 - 336,6)° 66,3 (31,2 - 185,7)
IL-10 27,4 (25,1 - 31,9) 46,5 (41,0 - 62,6) 51,7 (41,8 - 76,6) 43,7 (37,9 - 50,9)

IL-6 24,3 (21,6 - 26,0) 26,5 (26,0 - 27,5) 27,2 (26,2 - 27,9) 27,0 (26,2 - 30,0)

IL-4 31,8 (27,1 - 34,6) 43,2 (38,1 - 47,8) 48,0 (41,8 - 52,3)° 39,5 (36,4 - 45,3)°
TNF-a 13,3 (12,7 - 14,7) 30,8 (22,8 - 47,5) 54,2 (22,7 - 78,8) 30,0 (16,2 - 36,9)

Valores expressos em mediana e intervalo inter-quartilico - 11Q (Q1 - Q3). Teste de Kruskal-Wallis.

40 grupo controle (G1) apresentou niveis de todas as citocinas inferiores aos demais grupos (G2, G3
e G4) (p<0,05); °p<0,01; °p=0,04; %p<0,01; °p=0,03. G1: Doadores de Sangue Saudaveis; G2:
Receptores de TCTH sem infecgcéo ativa; G3: Receptores de TCTH com infec¢ao ativa, antes do
inicio da terapia antiviral; G4: Receptores de TCTH no 7° dia de terapia antiviral com ganciclovir
intravenoso.
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Figura 2. Razao entre as citocinas IL-17A, IFN-y e IL-4 em pacientes com e sem

infeccdo ativa por CMV. *p<0,01. **p<0,01. Mann-Whitney U test. G2: Receptores de TCTH sem
infecgéo ativa. G3: Receptores de TCTH com infecgdo ativa, antes do inicio da terapia antiviral.

4. Discussao

O monitoramento da infecgdo ativa por CMV é muito importante para o
acompanhamento dos pacientes que realizam TCTH alogénico, uma vez que a
incidéncia da infeccao ativa ocorre em 30-90% desses pacientes e o CMV é o
agente infeccioso mais frequentemente associado a morbimortalidade no periodo
pos-TCTH (JASKULA et al, 2010; PERES et al., 2010). Alguns trabalhos apontam o
CMV como um virus altamente disseminado na populacdo brasileira, com
soroprevaléncia superior a 85% em diferentes grupos populacionais no estado da
Bahia (MATOS et al., 2010; SOUZA et al., 2010; MATOS et al., 2011).

No presente estudo, realizado em pacientes submetidos ao TCTH alogénico
entre doador e receptor soropositivos para CMV (D+/R+), observou-se 67,9% de
incidéncia da infeccao ativa, ocorrida até o D+100 em 16 (67%) episddios (mediana
de 43,5 dias) e apbés 0 D+100 em 8 (33%) episddios (mediana de 170 dias). Quatro
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pacientes apresentaram mais de um episodio de infeccdo ativa, sendo que trés
deles tiveram infecc¢do tanto precoce quanto tardia (Tab. 1 e Tab. 2).

No estado de Sao Paulo, Peres e cols. (2010) observaram infeccao ativa pos-
TCTH alogénico em 27 de 30 pacientes (90%). Eles ainda relataram que 2 pacientes
(6,7%) tiveram doencga 6rgao invasiva e, dos 13 (43%) que foram a ébito no pds-
transplante, 1 (3,3%) morreu em decorréncia da doenca por CMV. No presente
estudo, nao foi detectada doenca 6rgao invasiva por CMV e nenhum 6bito foi
associado a infecgdo. A resolutividade da infecgéo ativa apés a terapia preemptiva
com ganciclovir foi de 100% (Tab. 1, Tab. 2).

Apesar da alta incidéncia da infec¢do ativa no periodo pés-TCTH, desde a
introducédo da terapia antiviral com ganciclovir e do tratamento preemptivo, tem-se
observado uma histérica reducao da ocorréncia da doenca 6rgao invasiva e
consequente mortalidade por CMV (SHARMA et al., 2013; GEORGE et al., 2010).

Os fatores de risco associados a infeccao ativa por CMV no periodo pés-
TCTH incluem: doador ndo aparentado, uso de globulina antitimocitaria (ATG),
linfoma como doenca de base, histérico de infeccao ativa precoce por CMV (antes
do D+100), idade avancgada, transplante de células de corddo umbilical, irradiacdo
corporal total, pega do enxerto demorada, regime de condicionamento mieloablativo,
quimioterapia com fludarabina, uso de alemtuzumabe, ocorréncia de DECH e baixas
contagens de células T CD4+ (JEON et al., 2012; ROWE et al., 2013; HEREDIA et
al., 2014;). Neste estudo, ndo houve associacao estatistica entre infeccao ativa e os
seguintes fatores: sexo, fonte de medula éssea, realizagdo de TCTH prévio, tipo de
doador, realizacdo de infusdo de linfécitos do doador (ILD), doenca de base,
intensidade do regime de condicionamento, profilaxia para DECH, uso de metil-
prednisolona, tipo de DECH e causa do 6bito (p>0,05; dados ndo mostrados). E
possivel que o numero amostral tenha sido pequeno para caracterizar tais
associacgoes.

Os principais guidelines internacionais recomendam o monitoramento da
infeccdo por CMV no p6s-TCTH alogénico até o D+100, entretanto, muitos estudos
tém destacado a importancia de diagnosticar a infeccdo tardia (TOMBLYN et al.,
2009; LIUNGMAN et al., 2011;). No presente estudo, dos 28 pacientes monitorados,
8 (28,5%) apresentaram infeccdo ativa apdés o D+100 (Tab. 2). Ao avaliar a
significancia da infeccdo tardia no pdés-TCTH alogénico, Rowe e cols. (2013)
evidenciaram incidéncia de 41%, sendo que esses pacientes apresentaram risco de
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mortalidade 4,8 vezes maior do que pacientes que nao tiveram infeccao tardia. Cabe
ressaltar ainda que apés o D+100, os pacientes transplantados ja ndo séao
acompanhados com tanta proximidade pela equipe médica como ocorre antes do
D+100, desse modo, a infeccdo tardia subclinica nao diagnosticada pode evoluir
mais facilmente para doencga érgéo invasiva, dificultando o tratamento e aumentando
o risco de mortalidade (PINHEIRO et al., 2013).

Em geral, a infecgdo ativa por CMV é assintomética. Entretanto, ela pode
ocorrer acompanhada por sintomas / sintomas de moderada intensidade, que
incluem: febre com ou sem citopenia, diarreia, tosse, dificuldade respiratoria,
elevacao sérica de transaminases e de creatinina (MORI & KATO, 2010; SHARMA
et al. 2013). A infeccdo ativa pode evoluir para doenca invasiva acometendo
virtualmente qualquer 6rgao, porém, € mais comum ser observada no pulmao, trato
gastrintestinal e, menos frequente, no sistema nervoso central e na retina (HEREDIA
et al., 2014). Jang e cols. (2012) evidenciaram que o risco de uma infeccéao
assintomatica progredir para doencga por CMV estava associado a carga viral inicial,
a leucopenia, a neutropenia e ao tempo de detecgcdao da viremia. No presente
estudo, em 10 (41,6%) dos 24 episddios de infeccdo ativa detectados, o paciente
encontrava-se assintomatico. Nos outros 14 (58,4%), foram observados sinais /
sintomas de moderada intensidade, a exemplo de: febre (57%), diarreia (43%) e
citopenia (22%) (Tab. 2).

Durante a infeccao ativa no paciente transplantado, o CMV pode induzir uma
resposta inflamatéria sistémica com a participacao de diversas citocinas, quimiocinas
e proteinas de fase aguda (HUMAR et al., 1999; COMPTON et al., 2003; CERVERA
et al., 2007). Berg e cols. (2010) destacaram que no pico da infeccao primaria, ha
um evidente perfil sorolégico de citocinas Th1 (IFN-y e IL-18), como também uma
elevacao dos niveis de proteina C reativa em comparagdo a outros momentos da
infeccdo. Maecker e Maino (2004) observaram que, durante a infeccéo crénica por
CMV, a frequéncia de células T CD4+ secretando citocinas é disposta de acordo a
seguinte hierarquia: TNF-a, IFN-y e IL-2.

No presente estudo, foi observado que os receptores de TCTH apresentaram
niveis de proteina C reativa (PCR) maiores do que o grupo controle, independente
do momento da infeccdo (p<0,05; Fig. 1). Durante o tratamento anti-CMV, o nivel
plasmatico da PCR foi superior ao apresentado por pacientes sem infeccao ativa
(19,4 vs. 7,0; p=0,03; Fig. 1), sugerindo a participacdo dessa proteina no processo
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inflamatério sistémico induzido pela infeccao ativa por CMV e colocando-o como
candidato a biomarcador da infeccdo. Por outro lado, os niveis de IL-6, que é uma
citocina associada a producdo hepatica da PCR, nao variaram nos diferentes
momentos da infeccéo (Tab. 3).

Como pode ser observado na Tabela 3, a IL-17A foi detectada em niveis mais
altos durante a infeccao ativa (140,7 vs 61,0, p<0,01). Assim, diferente de outros
trabalhos que ressaltam o protagonismo das citocinas pré-inflamatérias IL-6 e TNF-a
durante a reativagao viral, neste estudo foi evidenciado que a infeccédo ativa por
CMV induz o aumento dos niveis plasmaticos principalmente da IL-17A (HUMAR et
al., 1999; REDDY et al., 2005; Tab. 3). Outros autores tém destacado o papel da IL-
17 na fisiopatologia da infecgao por CMV (EGLI et al., 2012; LIU et al., 2013).

A IL-4 apresentou-se em maior concentracao plasmatica durante a infecgcéao
ativa quando comparada ao periodo de tratamento (48,0 vs. 39,5, p=0,03), 0 que
indica a possibilidade de os niveis de IL-4 serem utilizados como biomarcadores na
infeccao (Tab. 3). Outros estudos também associaram a infeccao por CMV com a
secrecgao de citocinas de IL-4 (ESSA et al., 2000; ESSA et al., 2009).

As citocinas Th1, como o IFN-y, sdo geralmente associadas a imunoprotecéao
e a reconstituicao imune, porém, ha relatos de associacao entre altos niveis de IFN-
y e risco de infeccdo ativa por CMV (PADRON et al., 2008; PATIDAR, 2010). Outros
autores destacam que o CMV aumenta a expressao dos interferons (MARSHALL &
GEBALLE, 2009). No presente estudo, os niveis plasmaticos do IFN-y foram
menores durante o periodo de tratamento anti-CMV quando comparados a auséncia
da infeccao ativa (38,6 vs. 44,7; p=0,04) e a ocorréncia da infeccao ativa (38,6 vs.
65,0; p<0,01), indicando que a secre¢ao plasmatica do IFN-y é um dos mecanismos
sistémicos de resposta imune ao CMV (Tab. 3).

Para melhor definir a participacdo das citocinas IL-17A, IFN-y e IL-4, foram
realizadas avaliacbes considerando a razao plasmatica entre elas nos diferentes
momentos da infeccdo. Durante a infeccéo ativa, a razédo entre IL-17A / IL-4 e IL-17A
/ IFN-y € mais alta do que no periodo sem infeccao ativa (p<0,01; Fig. 2). Por outro
lado, a razéo IFN-y / IL-4 ndo diferiu entre os pacientes com e sem infeccao ativa
(p>0,05), o que demonstra a impossibilidade de caracterizar a resposta sistémica
contra o CMV como sendo de perfil Th1 ou Th2.

A ocorréncia de DECH nos pacientes incluidos no estudo foi de 92,8% e,
durante 50% dos episédios de infeccao ativa, os pacientes apresentavam sinais de
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DECH (Tab. 1 e Tab. 2), o que ressalta a necessidade de destacar duas importantes
consideracdes. A primeira diz respeito a incidéncia da infeccao. Evidéncias sugerem
que ha uma relacao bidirecional entre DECH e infec¢do ativa por CMV, ou seja,
tanto o CMV favorece o aparecimento da DECH quanto a DECH favorece a
reativacdo do CMV (CANTONI et al, 2010). Desse modo, a alta ocorréncia da DECH
nos pacientes pode ter sido um importante motivo para a alta incidéncia encontrada
e, por outro lado, a alta soroprevaléncia aliada a incidéncia da infeccao ativa pode
ter impactado significativamente para a ocorréncia da DECH. A segunda diz respeito
ao perfil plasmatico de citocinas. Varios trabalhos associam a patogénese da DECH
a secrecao de citocinas como TNF-q, IL-4, IFN-y, IL-10 e IL-17 (TOPCUOGLU et al.,
2008; HOYA et al., 2012; HAYASHIDA et al.,, 2013). Desse modo, 0s niveis
plasmaticos das citocinas analisadas podem ter sofrido influéncia da DECH,
dificultando ou favorecendo as associa¢des encontradas.

Em conclusdo, pode-se destacar a alta incidéncia (67,9%) de infeccao ativa
por CMV apds TCTH alogénico entre D+/R+ no estado da Bahia, ressaltando a
importancia do diagnéstico precoce e do monitoramento desse agente infeccioso
nos pacientes transplantados. A incidéncia da infecgdo ativa tardia foi de 28,6%, o
que evidencia a necessidade de monitorar o CMV apds o D+100. Além disso, ficou
demonstrada a eficacia do tratamento preemptivo com ganciclovir intravenoso
baseado no monitoramento com o ensaio de antigenemia, uma vez que houve 100%
de resolutividade dos episédios de infeccdo ativa diagnosticados. Com relacdo a
concentragdo da PCR e das citocinas analisadas, este estudo trouxe evidéncias de
que ocorrem alteracbes plasmaticas nos niveis de PCR, IL-17A, IFN-y e IL-4 em
diferentes fases de infecgao ativa por CMV, sugerindo a possibilidade de utilizacao
dos niveis plasmaticos dessas proteinas como biomarcadores e/ou fatores preditivos
na infecgdo, entretanto, sdo necessarios estudos mais especificos para confirmar

essa possibilidade e definir os critérios de utilizacao.
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5. CONCLUSAO GERAL

e A infecgao ativa por CMV ocorre em alta incidéncia nos pacientes submetidos ao
transplante renal ou ao transplante de células tronco hematopoiéticas no estado
da Bahia, evidenciando a importancia do monitoramento seriado para o
diagnéstico precoce e tratamento adequado dessa infecgao.

e Os niveis plasmaticos da PCR e da IL-4 variaram em diferentes momentos da
infeccdo por CMV nos pacientes submetidos ao transplante renal, sugerindo a

possibilidade de serem utilizados como fatores preditivos na infecgéo.

e Os niveis plasmaticos da PCR, IL-17A, IFN-y e IL-4 variaram em diferentes
momentos da infeccdo por CMV nos pacientes submetidos ao transplante
alogénico de células tronco hematopoiéticas, sugerindo a possibilidade de serem

utilizados como fatores preditivos na infecgéao.
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