UNIVERSIDADE DE BRASILIA
FACULDADE DE MEDICINA
NUCLEO DE MEDICINA TROPICAL

Drielly Rodrigues Moura lzaias

PREVALENCIA DE HERPERVIRUS TIPO 4,5 E 6 EM
TRANSPLANTADOS RENAIS

BRASILIA, DF.
2022



Drielly Rodrigues Moura lzaias

PREVALENCIA DE HERPERVIRUS TIPO 4,5 E 6 EM
TRANSPLANTADOS RENAIS

Dissertacao apresentada como requisito
parcial ao Nucleo de Medicina Tropical
da Universidade de Brasilia para
obtencéao do titulo de mestre.

Orientador(a): Rodrigo Haddad

BRASILIA, DF
2022



Ficha catalografica elaborada automaticamente,
com os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

Rp

Rodrigques Moura Izajias, Drielly

FREVALENCIA DE HERPERVIRUS TIFO 4, 5 E & EM
TRAMNSFLANTADOS RENAIS / Drielly Rodrigues Moura Izaias;
orientador Rodrigo Haddad. -- Brasilia, 2023,

B8 p.

Dissertacdo (Mestrado em Medicina Tropical) --
Universidade de Brasilia, 2023.

1. Herpeswirus em transplantados renais. 2.
Citomegalovirus em transplantados renais. 3. Epstein-barr em
transplantados renais. 4. Herpesvirus tipo 6 em
transplantades renais. I. Haddad, Redrigo, orient. II.
Titule.




Drielly Rodrigues Moura lzaias

PREVALENCIA DE HERPERVIRUS TIPO 4,5 E 6 EM
TRANSPLANTADOS RENAIS

Dissertacao apresentada como requisito
parcial ao Nucleo de Medicina Tropical
da Universidade de Brasilia para
obtencao do titulo de mestre.

Orientador(a): Rodrigo Haddad

Trabalho Aprovado em / /

BANCA EXAMINADORA

Orientador
Prof. Dr. Rodrigo Haddad - UnB

Membro externo
Dr. Svetoslav Nanev Slavov — Instituto Butatan

Membro PPGMT
Prof. Dr. Wildo Navegantes de Araujo - NMT

Membro suplente
Prof. Dr. Alex Leite Pereira - UnB



AGRADECIMENTOS

Primeiramente agradeco a Deus, por sempre estar presente em minha
vida, dando todo direcionamento e entendimento que necessito, por me fazer
prosseguir mesmo no meio de tanta adversidade, em Isaias 41:10 diz: “N&o
temas, porque eu sou contigo; ndo te assombres, porque eu sou teu Deus; eu
te fortalecgo, e te ajudo, e te sustento com a destra da minha justica.” Em todos
os dias, eu consigo vivenciar essa promessa.

Gostaria de agradecer a minha familia (Naldo, Cida, Danyel e Deborah)
eles sdo a base que Deus colocou em minha vida, sem eles nada que
conquistei até hoje seria possivel, obrigada por tanto amor e motivagao.

Ao meu querido esposo Anderson, que sempre esteve comigo na
alegria e na tristeza, obrigada por ser o meu refagio e motivagdo, sou grata
por tudo que alcancamos e por tudo que iremos alcancar.

Agradeco ao meu orientador Rodrigo Haddad, que tem sido um pai
académico em minha vida, sempre estendendo a mao quando tudo parecia
estar perdido. Agradeco toda a sua confianca e todos 0s ensinamentos ao
longo desses anos. Obrigada por todo apoio, incentivo e oportunidades. Minha
grande admiracao por todo seu conhecimento e disposicao.

Agradeco a toda equipe do Hospital Universitario de Brasilia (HUB) por
todo suporte fornecido, pelas trocas de experiéncias, pela convivéncia sempre
alegre, por tornarem meu dia a dia muito mais prazeroso.

A todos que contribuiram diretamente ou indiretamente no
desenvolvimento deste trabalho: MUITO OBRIGADA!



LISTA DE ILUSTRACOES

Fig. 1 Estrutura dos virus da familia Herpesviridae, f. 13
Fig. 2 Esquema ilustrativo do fenbmeno de laténcia em herpesvirus

humano, f. 15

Fig. 3 Ciclo do Epstein-barr virus, f. 17
Fig. 4 Ciclo de replicagdo do citomegalovirus, f. 20
Fig. 5 Relacao de positivos para CMV de acordo com o tempo pos

transplante, f. 31

Fig. 6 Positivos para CMV x tempo pés transplante, f. 32

Fig. 7 Esquema de imunossupressor utilizado, f. 33

Fig. 8 Imunossupressor x positivos para CMV, f. 34

Fig. 9 Esquema de imunossupressao usados para os 34 pacientes

positivos para CMV, f. 35

Fig. 10 Esquema de imunossupressao x positivos para CMV de 0 a
180 dias pés transplante, f. 36

Fig. 11 Imunossupressor x positivos para CMV de 0 a 180 dias pos

transplante, f. 37



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 — Tipos de herpesvirus humanos, f.14

TABELA 2 — Sondas, iniciadores e protocolos da reacéo utilizada, f. 28
TABELA 3 — Sequéncia 5’ — 3’ das sondas e iniciadores utilizados, f. 28
TABELA 4 — Caracteristicas demogréficas e prevaléncia de CMV, EBV e
HHV-6, f. 30



LISTA DE ABREVIACOES

Cmv Citomegalovirus

DNA Acido Desoxirribonucleico

EBV Virus Epstein-Barr

HHV Herpesvirus Humano

HUB Hospital Universitario de Brasilia

Ml Mononucleose Infecciosa

PCR Reacdo em Cadeia da Polimerase

TCLE Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
vzVv Virus da Varicela Zoster

DLPT Doencas Linfoproliferativas Pds- transplante
SIDA Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
TOS Transplante de Orgédos Solidos

CTS Collaborative Transplant Study

HLA Antigenos Leucocitarios Humanos

gPCR Reacdo em Cadeia da Polimerase Quantitativa

ATG Globulina Antitimocitaria



ORGAO FINANCIADOR

Fundacdo de Apoio a Pesquisa do Distrito Federal, processo SEI GDF
Numero 0019300000932/2019-14



INDICE

1. INtrOAUGEOD .ooeeeeeeie e f. 13
1.1 Herpesvirus HUMaNOS ..........cccoovvvvveviiviiiiiiciiine e f. 13
1.2 EPSLEIN-DAIT ..o f. 16
1.3 CItomegalovirus ........cooovviiiiiiiiiiieieee e f. 18
1.4 Herpesvirus HUMano tipo 6 ..........cccccceeerviiiiieeeenennee, f. 19
1.5 Transplantes RENAIS ..........ccccciiiiiiiiiiiiiieeceeeeeeeeeee f.21

2. JUSHITICALIVA 1ot f. 23

3. ODJELIVOS oo f. 24
3.1 ODJEtiVO Geral ......ceeviiiiiiiiiiiieii e f. 24
3.2 Objetivo ESPECIfiCO ....cceeviiiiiiiiiieiiiiiiiiee e f. 24

4. MELOUOS oiiiiieeee et f. 25
4.1 Risco e beneficios para os pacientes ......................... f. 25
4.2 Critérios de inCIUSE0 ..........ccoovveiiiiiiee e, f. 26
4.3 ConSideragdes EtiCaS .........ccvveeeeeeeiiiiiieeee e eniieeeea e f. 26
4.4 Coleta de sangue periférica ...........ccevvvvevvvivnniiieenennnn. f. 26
4.5 Extracdo do material genético ..............covevvvvvvrnnnnnnnnn. f. 26
4.6 PCRemtemporeal .......cccoooiiiiiiiiiiiiiiiiiieee e f. 27
4.7 Dados dOS PACIENTES .....cceeeeeeiiiiiiiiii e f. 28
4.8 ESTAlISICA ..vvvvviiiiiiiiiiiiee e f. 29

5. RESUITAAOS ...uviiiiiiiiiiiiiiiiiee e f. 29

T B ST o U £ - Lo S f. 37

A o ] o Yo 11 1S3 - U LS f. 45

ST S (] =T =T o o] - PP f. 46

9. Artigo para publicag@o .........ccoeeeiiiiiiiii f. 56
INTrOUGE ... .57
1Y/ 1= (Yo Lo U f. 57
ReSUIAAO ... f59
DISCUSSA0 ... eieeieiei ettt e e e ee e f. 64

RO O BN CIA . e e f. 66



RESUMO

Os herpesvirus humanos, dentre eles o Citomegalovirus (CMV), o virus
Epstein Barr (EBV e o Herpesvirus humano do tipo 6 (HHV-6), séo
considerados  importantes  agentes  patogénicos em  pacientes
imunossuprimidos, quando se trata de pacientes receptores de transplantes
renais. A infeccdo por esses virus pode trazer sérios problemas ao paciente
transplantado, podendo gerar episddios de rejeicdo e perda do enxerto. Nao
ha estudos de prevaléncia dos herpesvirus humanos CMV, EBV e HHV-6 em
pacientes transplantados no Distrito Federal. Diante disso, este estudo
objetivou avaliar a prevaléncia desses herpesvirus em amostras de plasma de
170 pacientes transplantados renais acompanhados no Hospital Universitario
de Brasilia. Ainda, a prevaléncia encontrada foi analisada frente ao género,
tempo pos-transplante e esquema de tratamento com imunossupressores.
Apés extracao de acidos nucléicos do plasma, as amostras foram testadas
por meio de PCR em tempo real para cada um dos virus estudados. Os
resultados demonstraram uma prevaléncia de 20% (34/170) para o CMV,
1,7% (3/170) para o EBV e 0,6% (1/170) para o HHV-6. Ndo houve diferenca
estatistica na prevaléncia de nenhum virus avaliado entre homens e mulheres.
Ainda, foi observado que a prevaléncia do CMV diminui de acordo com o
tempo pos-transplante, e que o esquema de imunossupressao parece
influenciar no aparecimento da infeccdo; enquanto 0s imunossupressores
sirolimo e everolimo parecem exercer um efeito protetor contra a infecgéo pelo
CMV, os imunossupressores micofenolato e o tacrolimo parecem favorecer a
infeccdo. Os resultados desse trabalho permitem conhecer a prevaléncia
desses herpesvirus em pacientes transplantados renais do Distrito Federal, e
poderdo servir de base para definicdo de protocolos que visem a prevencao

dessas infec¢des nessa populagéo.

Palavras-chaves: Herpesvirus, Transplante Renal, Citomegalovirus, Epstein-

Barr, Herpesvirus Humano do tipo 6



ABSTRACT

Human herpesviruses, including Cytomegalovirus (CMV), Epstein Bar
virus (EBV, and human Herpesvirus type 6 (HHV-6), are considered important
pathogenic agents in immunosuppressed patients, especially when it comes
to kidney transplant recipients. Infection with these viruses can cause serious
problems for the transplanted patient, and may lead to episodes of rejection
and graft loss. There are no studies on the prevalence of human herpesviruses
CMV, EBV and HHV-6 in transplanted patients in the Federal District. The
study aimed to evaluate the prevalence of these herpesviruses in plasma
samples from 170 kidney transplant patients monitored at the University
Hospital of Brasilia. Also, the prevalence found was correlated with gender,
post-transplantation time and treatment regimen with immunosuppressants.
After extraction of nucleic acids from the plasma, the samples were tested by
means of real-time PCR for each of the studied viruses. The results showed a
prevalence of 20% (34/170) for CMV, 1.7% (3/170) for EBV and 0.6% (1/170)
for HHV-6. There was no statistical difference in the prevalence of any virus
evaluated between men and women. Furthermore, it was observed that the
prevalence of CMV decreases with time post-transplantation, and that the
immunosuppression scheme seems to influence the appearance of the
infection; while the immunosuppressants sirolimus and everolimus seem to
exert a protective effect against CMV infection, the mycophenolate and
tacrolimus favor the infection. The results of this work allow knowing the real
prevalence of these herpesviruses in kidney transplant patients in the Federal
District and may help to define protocols aimed at preventing these infections

in this population.

Keywords: Herpesvirus, Kidney Transplantation, Cytomegalovirus, Epstein-

Barr, Human Herpesvirus type 6
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1. INTRODUCAO

1.1. Herpesvirus Humanos:

Os Herpesvirus Humanos (HHV) integram a familia Herpesviridae
(MADIGAN et al., 2010; RAMOS et al., 2021) e tém como seu hospedeiro,
unicamente, o homem (SANTOS et al., 2012). Tratam-se de particulas virais
constituidas por um nucleoide formado pelo genoma e algumas proteinas
(Figural). Essas particulas se encontram envolvidas por capsideo
icosaédrico, tegumento de estrutura fibrilar e envelope constituido por
bicamada lipidica de origem celular e glicoproteinas virais (FERREIRA et al.,
2010).

Envelope
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Figura 1: Estrutura dos virus da familia Herpesviridae

Trés subfamilias comp6em a familia Herpesviridae (tabela 1),
diferenciando-se pelo poder patogénico dos diferentes tipos desse virus, bem
como suas particularidades virais e estruturais (SANTOS et al., 2012). Ao

todo, sdo 8 diferentes tipos de HHV divididos nessas 3 subfamilias: 1)
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Alphaherpesviridae (a-herpesviridae) — que compreende os Herpesvirus
Simplestipo | e Il (HHV-1 e HHV-2) e o0 Virus da Varicela Zéster (VZV ou HHV-
3); 2) Betaherpesviridae (B-herpesviridae) — que compreende Citomegalovirus
(CMV ou HHV-5), Herpesvirus tipo 6 (HHV-6) e Herpesvirus tipo 7 (HHV-7);
3) Gammabherpesvirus (y-herpesviridae) — que compreende o Virus Epstein-
Barr (EBV ou HHV-4) e Herpesvirus tipo 8 (HHV-8) (MADIGAN et al., 2010).

Subfamilia Nome Taxonémico Nome Comum
Alphaherpesviridae HHV — 1 Herpes Simples 1 (HSV - 1)
HHV -2 Herpes Simples 2 (HSV - 2)
HHV -3 Virus Varicela - Zéster (VZV)
Betaherpesviridae HHV -5 Citomegalovirus (CMV)
HHV -6 Herpesvirus tipo 6 variantes A ou B
HHV -7 Herpesvirus tipo 7
Gammaherpesvirus HHV - 4 Virus Epstein-Barr (EBV)
HHV -8 Sarcoma de Kaposi (KSHV)

Tabela 1: Tipos de herpesvirus humanos

Os HHVs possuem grande difusao, séo latentes e, uma vez que ocorre
a infeccdo, perduram no organismo do individuo por toda a sua vida
(FERREIRA et al., 2010). Assim, no primeiro contato desses virus com o
organismo humano, eles permaneceréo latentes, podendo ser reativados em
certos periodos devido a diferentes circunstancias, como estresse, gravidez,
imunossupressao, neoplasias, transplante de 6rgao sélido, entre outros.
Assim, novos episédios de sinais e sintomas podem ocorrer (MENDRONE
JUNIOR, 2010; LOBATO-SILVA, 2016).
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1 Novas particulas virais replicadas nas células epiteliais

2 Transporte retrogrado do virus
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O

Figura 2: Esquema ilustrativo do fenémeno de laténcia em herpesvirus humano (Adaptado de (MORENO; JESUS;
GUERRA, 2021)

Em suma, os HHVs, como todos os virus, necessitam de células para
reproduzirem-se. O contato direto ou indireto de fluidos contaminados entre
individuos que portam as particulas virais com individuos que nao as possuem
contribui para a propagacéao e reproducdo dos HHV (SILVERMAN et al., 2004;
MENDRONE JUNIOR, 2010). A contaminagao ocorre, entdo, de forma inter-
humana, através de contatos intimos (saliva, sémen, secrecdes vaginais,
urina, fezes, sangue, lagrima e, até mesmo, leite materno), levando as
secrec¢des bioldgicas a atuarem como vetores (MENDRONE JUNIOR, 2010;
OLIVER et al., 2013).

Havendo a infec¢des da célula, os virions provocam uma infeccao
primaria, levando a ocorréncia de sintomas em graus e tipos variados. O
aparecimento dos sintomas vai depender do tipo de virus e da resposta imune
do hospedeiro, podendo os virus, permanecerem em estado de laténcia e
permanecer no citosol como um epissoma (molécula de DNA
extracromossémica) por grandes periodos até que seja novamente reativado
(SILVERMAN et al., 2004; TRINDADE et al., 2007; YPIRANGA & MORAES,
2009).

Uma caracteristica importante dos herpesvirus é o estabelecimento de
um periodo de laténcia que geralmente ocorre ap0s uma fase de replicacdo

litica ativa. Assim, durante o ciclo infeccioso, 0s genes virais passam a se
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expressar levando a uma grande disseminacao viral, que é amplamente
reprimida durante a fase de laténcia (ROCHA et al., 2012).

Quando estdo em periodo de laténcia, os herpesvirus podem ser
reativados quando ha no organismo diferentes estimulos como estresse,
imunodepressédo, radiacdo, neoplasias malignas, gravidez entre outros
impulsos, que impedem o funcionamento ideal de gl6bulos brancos,
diminuindo a eficiéncia do sistema imunologico (ABBAS et al.,, 2007;
TRINDADE et al., 2007; SILVERMAN et al., 2004). Isso provoca a reinfeccao
das células do hospedeiro (TRINDADE et al., 2007; SILVERMAN et al., 2004).

E importante ressaltar que a reativacdo de algumas espécies de HHVs
que se encontram em estado de laténcia possui uma relagcdo direta com o
estado de imunodepressdo dos individuos submetidos a transplante renal
(PENELLO et al., 2010). Dentre essas espécies, existem algumas que séo
mais relevantes nesse grupo de individuos, como por exemplo, os HHVs do
tipo 4 (EBV), 5 (CMV) e 6.

1.2. Virus Epstein-Barr

O Virus Epstein-Barr (EBV ou HHV-4) € um membro da subfamilia y-
herpesviridae, constituido de DNA linear de fita dupla de 170-175 kb, sendo
transmitido, principalmente, por transferéncia salivar de células B infectadas
com EBV. A transmissdo também pode ocorrer por aerossol (KERR, 2019).
Esse virus se caracteriza por estabelecer uma infec¢ao latente ao longo da
vida nos linfécitos B. Sua primeira infeccdo € mais frequente na infancia,
sendo uma infeccdo leve e que, normalmente, ndo apresenta sintomas.
Quando ocorre na adolescéncia, porém, essa infec¢ao leva a mononucleose
infecciosa (MI) em 30 a 70% dos casos. Tal infec¢do € tdo comum que, na
idade adulta, estima-se que 90 a 95% da populacéo ja teve uma infec¢éo por
EBV (BOLIS et al., 2015; CADENA et al., 2021; KERR, 2019).

O EBV normalmente tem sua propagacdo através da saliva, passa
para o epitélio das amigdalas e inicia-se a fase litica da infec¢éo — replicacdo
viral —. Os linfocitos B quando séo infectados se tornam linfoblastos ativados

e se deslocam para o foliculo do linfonodo para comecgar uma reagc&o no centro
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germinativo do foliculo. A partir dai todas as proteinas de crescimento latentes
sao expressas e regulam adversamente o crescimento do EBV, iniciando o
processo de saida das células do centro germinativo como linfocitos B de
memoria. A fase de Laténcia 0 comeca nos linfocitos B de memoria e tem
como principal caracteristica a interrupcéo da producéo de todas as proteinas
virais. Também pode ocorrer dos linfocitos B de memodria infectados
retornarem para as amigdalas, onde provocam mais replicacdo e
disseminacdo viral e infectar outros linfécitos B. Na primo-infeccdo, os
linfécitos T sdo os responsaveis para fazer a eliminacédo das células recém-
infectadas e pelo controle da infeccdo. Porém, durante o periodo de laténcia,
o EBV fica escondido do sistema imunoldgico, pois permanece nos linfécitos
B de memodria de forma inativa, sem expressar nenhuma proteina viral. A
reativacao viral ocorre quando os linfécitos B de memaria infectados de forma
latente inicia um novo ciclo viral, onde as particulas virais se replicam e
infectam novas células (Figura 2) (SMATTI et al., 2018).

Ciclo do Virus Epstein Barr

Células epiteliais
Celulas B "naive" infectadas
Transmissdao
s L &aﬂ
Virus Epstein Barr Orofaringe '...9_,
—” O @ad
- 3 \. Tecido Mucolinfoide
Virus A
disponivel s
Célula B 4 = m—
Ciclo Litico ) R
: ) ! Célula B (memoria)

> ) Infeccdo Latente

. Corrente sanguinea
Tecido Linféride ) °

Figura 3: Ciclo do EBV
Quando o individuo é imunocomprometido, a reativacao do EBV pode
ser fatal levando a patologias graves como as Doencas Linfoproliferativas

Pés- transplante (DLPT), que podem variar de proliferacdo benigna a linfomas
malignos (CAILLARD S at al., 2006). Cerca de 80% das DLPT que estdo
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associadas ao EBV tem origem nos linfocitos B, entre 10 a 15% tém origem
em linfocitos T e aproximadamente 1% em células Natural Killer, causando
uma proliferacdo descontrolada dessas células. O estado de
imunossupressdo é o principal fator para desenvolver a enfermidade
(TEREZA LAFAYETTE, 2015). Os tipos de manifestacdo clinica do EBV
nesses individuos variam de acordo com tipo de 6rgdo transplantado, do
tempo de manifestacao pés-transplante e da natureza da linfoproliferacao. Os
sintomas da doenca variam desde sintomas comuns — febre, mal estar e
fadiga — podendo chegar a perda do enxerto. A DLPT, atualmente é a causa
mais comum de neoplasia pos transplante de érgdos soélidos em criancas e a

segunda causa mais comum em adultos (JADE LE, 2016).

1.3. Citomegalovirus

O citomegalovirus (CMV ou HHV-5) é um B-herpes-virus que pertence
a familia dos Herpesviridae, e € o maior herpesvirus humano conhecido, com
150 a 200nm de diametro. Geralmente a primeira infeccdo ocorre durante a
infancia, sendo a soroprevaléncia de 70 a 90% da populacdo adulta, no caso
de individuos em situacdes de imunodepressdo pode ocorrer a reativacao,
como a SIDA (sindrome da imunodeficiéncia adquirida) e no transplante de
orgao sélido. A infeccdo pelo CMV é a principal complicacdo infecciosa no
transplante de rim, sendo motivo de alta morbimortalidade (REQUIAO-
MOURA et al., 2015).

O CMV pode ser transmitido através da saliva, urina, contato sexual,
transferéncia placentéria, transplante de células tronco hematopoiéticas,
transplante de 6rgados sélidos, entre outras secre¢des corporais contaminadas
(CROUGH et al.,, 2009). Quando ocorre a ativacao pelo CMV, pode ser
classificada em duas formas conforme a sua manifestacdo clinica: infeccéo
ou doencga. Na infeccéo pelo CMV, existe a replicacao viral inativa na auséncia
de sintomas, por outro lado a doenga pelo CMV é definida pela sindrome
clinica, onde o paciente apresenta sintomas como: astenia, mialgia, febre,

trombocitopenia, leucopenia, alteracdes das enzimas hepaticas ou doencas
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invasivas, quando existe evidéncia de inclusao viral em células de 6rgaos ou
tecidos. Quando se trata de individuos imunocomprometidos o CMV pode
ocasionar uma resposta imunoestimulatéria geral e simultaneamente uma
estimulacéo antigénica (REQUIAO-MOURA et al., 2015)

O ciclo de replicacédo do CMV (figura 4), comeca com a entrada do virus
na célula hospedeira através da juncdo entra a membrana da célula e o
envelope viral. Este processo € mediado pelas glicoproteinas gB e gH virais.
Apds esse processo, inicia-se a liberacao das proteinas do tegumento e do
capsideo no espaco intracelular (SHENK, 2008). Ja dentro da célula
hospedeira, o nucleocapsideo vai em direcdo ao ndcleo da célula e libera o
DNA viral, prosseguindo para a transcricdo do RNA viral e sintese de DNA,
que desencadeia a ativacdo da producdo dos genes iniciais imediatos
(MOCARSKI, SHENK, PASS, 2007).

Da mesma forma que 0s outros herpesvirus, a expressado dos genes
do CMV ocorre em 3 fases: a inicial imediata, a inicial e a tardia. Nas duas
primeiras fases os genes codificam as proteinas ndo—estruturais do virus
(SISSONS, 1989). No decorrer da infec¢do ativa, ocorre a producdo de
proteinas da fase inicial imediata, que irdo modular o meio celular e estimular
a expressao dos genes da fase inicial. As proteinas da fase tardia comp&em
a estrutura do virus e auxiliam na montagem e na saida das particulas recém-
formadas (SAFFERT, PENKERT, KALEJTA, 2010).

A replicacdo do citomegalovirus abrange fases citoplasmaticas e
nucleares, os processos de formacdo do capsideo viral, sintese de DNA,
empacotamento do genoma e a formacéo inicial do tegumento vao ocorrer no
ndcleo da célula infectada (BRITT, 2007). O processo de empacotamento do
DNA viral gera a formacé&o do nucleocapsideo (TANDON, MOCARSKI, 2012),
gue se juntara ao tegumento e ao envelope viral no citoplasma da célula
(Complexo de Golgi). Esta nova particula viral deixa a célula hospedeira
mediante o0 processo de exocitose, quando consegue seu envelope final
(LEVINSON, 2010)
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Figura 4: Ciclo de replicagéo do CMV. (Adaptado de Crough Ty Khanna R. Imunobiology of Human
Cytomegalovirus: from bench to bedside. Clin Microbiol Rev. 2009: 22(1): 76-98.)

O tipo de imunossupressao e o status sorolégico para CMV do doador
e do receptor sdo considerados fatores de risco e estdo correlacionados com
a doenca por CMV apdés o transplante renal. HA o maior risco de
desenvolvimento da doenca quando existe a combinagcdo de um doador
positivo e de um receptor negativo. Isso pode levar a uma disfuncdo
imunoldgica fortemente associada ao risco da rejeicdo do oOrgéo
transplantado. Da mesma forma, o tratamento da rejeicdo também aumenta
de forma exponencial o risco da doenca por CMV, motivo pelo qual os
esquemas de profilaxia pos-transplante ou terapia preventiva sao usadas
(SANTOS et al., 2017).

1.4. Herpesvirus Humano-6

O herpesvirus humano-6 (HHV-6) € um membro da familia B —
herpesviridae, constituido por DNA de fita dupla, envolvido por um capsideo
icosaédrico, e foi isolado de pacientes com linfomas relacionados a SIDA,

linfoadenopatias e outros disturbios linfoproliferativos. Estudos demonstraram
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que o HHV-6 infecta seletivamente e se replica em linfécitos T, com
preferéncia para o agrupamento de células T CD4 positivas (CD4+). Depois
da descoberta inicial do HHV-6 e o isolamento de outras cepas, foi observado
que os virus HHV-6 poderiam ser separados em duas variantes distintas, o
HHV-6A e o HHV-6B (DESPENSA & MEDVECZY, 2017)

O primeiro contato com o HHV-6 normalmente acontece entre os 6
meses e 2 anos de idade, apds a perda de anticorpos maternos protetores, e
a infeccdo congénita (transmissao intrauterina) tem aproximadamente 1% de
relato. A infeccdo primaria pode ocorrer em adultos sendo que o principal
veiculo de transmissdo do virus é a saliva. A transmissdo atraveés do
transplante de 6rgéos é descrita com pouca frequéncia, e a transmissao por
transfusdo sanguinea e via amamentacdo nunca foram relatadas (AGUT,
BONNAFOUS & GAUTHERET-DEJEAN, 2015.)

A manifestacdo clinica do herpesvirus tipo 6 pode variar da forma
assintomatica a febre, encefalite, supressdo de medula éssea, pneumonite,
petéquias, hepatite e, em casos de transplantados renais, o HHV-6 pode
favorecer episodios de rejeicdo aguda, especialmente em receptores
pediatricos de transplante renal. A associacao entre HHV-6 e citomegalovirus
foi descrita por alguns autores que relatam que a coinfeccdo com HHV-6
aumenta o risco de infec¢des sintométicas pelo citomegalovirus, além de
episodios de rejeicdo mais frequentes; da mesma forma, a doenca pelo CMV
também pode causar reativacdo do HHV-6 (SCHROEDER, et al., 2012)

1.5. Transplantes renais

O transplante é definido como a transferéncia de células, tecidos ou
orgaos de um doador a um receptor objetivando a conservacao da funcéo do
material transplantado ao receptor. De acordo com estudos feitos no Brasil, 0
transplante renal é a terapia mais custo-efetiva. Porém, o principal problema
enfrentado nesses casos € a rejeicdo, que pode ser mediada por uma série
de reacbes celulares ou humoral (SESSO et al., 1990). De acordo com 0s
dados do DATASUS, no periodo de 2020 a 2021 foram realizados 8420
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transplantes renais pelo SUS, incluindo doadores vivos, falecidos e
transplantes simultaneos (rim e pancreas). Destes, o Sudeste representa o
maior numero dos transplantes (4632); a regido norte apresenta apenas 41

transplantes.

Em 2019 no Brasil, foram realizados 6283 transplantes renais, o que
demonstra que o pais possui um programa nacional de transplante de 6rgédos
bem consolidado. Durante o periodo da Pandemia da Covid-19, o numero de
transplantes caiu significativamente, e o nimero de transplantes nos ultimos
2 anos nao reflete a real capacidade do pais. (CRISTELLI; FERREIRA &
MEDINA-PESTANA, 2021).

Os transplantes  enfrentam  interferéncia do grau de
histocompatibilidade entre o doador e o receptor, visto que ao ser
transplantado o paciente podera ter a ativacao da resposta imune, na qual as
células de defesa do organismo do individuo poderédo identificar as células
incompativeis do 6rgédo transplantado e, de acordo com o grau de similaridade
entre os tecidos, podera ocorrer a rejeicao imunologica. A rejeicdo do érgao
transplantado pode ser classificada em trés tipos, tendo em vista o tempo de
rejeicdo: i) hiperaguda: ocorre de minutos ou horas apds o transplante; ii)
aguda: ocorrendo apdés uma semana e; iii) crénica: que pode ocorrer de duas
semanas hé anos (BARBOSA, et al., 2020; TIZO & MACEDO, 2015).

Visando a manutencdo da efetivacdo do transplante € necessério a
prescricdo médica de terapias imunossupressoras aos receptores. O manejo
de imunossupressdo é composto principalmente por quatro classes de
farmacos: glicocorticoide; inibidores de calcineurina (tacrolimo, ciclosporina);
farmacos antiproliferativos e antimetabdlicos (mofetil, azatioprina e
micofenolato); e anticorpos (policlonais, monoclonais murinos, monoclonais
guiméricos/humanizados). Por se tratar de medicamentos imunossupressores
é de suma importancia o acompanhamento médico dos receptores que fazem

uso dessas terapias para assegurar o sucesso do orgao transplantados e
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consequentemente prevenir futuras complicacdes associadas a essa forma
de terapia (BARBOSA, et al., 2020; TIZO & MACEDO, 2015).

A terapia imunossupressora pode trazer varias consequéncias para o
individuo receptor, como por exemplo: complicacées metabdlicas (obesidade,
diabetes, dislipidemia), cardiovasculares (hipertensao), disfuncdo Ossea,
nefrotoxicidade, proteindria, anemia, etc (TIZO & MACEDO, 2015). Além
disso, a terapia imunossupressora interfere na resposta imunolégica do
organismo e € um precursor para infec¢cdes bacterianas, fangicas e virais.
Essa vacuidade dos medicamentos imunossupressores em receptores tem
uma forte correlacédo com a alta taxa de incidéncia de morbimortalidade devido
a complicacg@es infecciosas em recém transplantados (STARCK, et al, 2020).
Sabendo disso, cabe-se realizar o estudo aprofundado sobre os herpesvirus
humanos em pacientes transplantados renais, observando a prevaléncia e
fatores que possam estar relacionados a reativagao viral, como, por exemplo,

o tempo de transplante e o tipo de tratamento imunossupressor.

2. JUSTIFICATIVA

Os herpesvirus sdo considerados importantes agentes patogénicos em
pacientes imunossuprimidos, principalmente quando se trata de pacientes
receptores de transplantes renais, pois se faz necessario a utilizacao

permanente de imunossupressores.

A imunossupressao apresenta relacdo direta com a incidéncia e a
severidade de doencas infecciosas, como os HHVs. A deteccéo da presenca
de HHVs em pacientes receptores de transplantes renais, é importante para
o controle dessa doenca, pois tal reativacdo por uso constante de
imunossupressores pode acarretar em graves problemas para os pacientes
como: favorecer o aumento de infec¢des secundarias por fungos, bactérias,
disfuncdo crbénica do 6rgéo transplantado, mielite, hepatite, mononucleose
infecciosa, doenca lifoproliferativa pods-transplante, rejeicdo do 0rgéo

transplantado e até mesmo morte do paciente.
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Ndo h& estudos de prevaléncia de herpesvirus em pacientes
transplantados no Distrito Federal. Assim, o estudo dessa prevaléncia nos
pacientes transplantados renais do Hospital Universitario de Brasilia torna-se
importante, pois 0s resultados obtidos neste estudo podem auxiliar no
entendimento do efeito dessas infec¢des na salude do paciente transplantado
renal, a prevaléncia desse virus nessa populacéo e a definicdo de protocolos
que auxiliem na prevencdo de sintomas decorrentes da reativagéo viral.
Diante disso, a prevaléncia de HHVs (EBV, CMV e HHV-6) apresentada
nesses pacientes podem ser correlacionadas com dados de tratamento,

tempo pos-transplante, género e idade.

Hipotetizamos que a infec¢do de diversos herpesvirus podem ocorrer
em pacientes transplantados renais, principalmente devido a sua condicéo de
imunossupressao, e que o tempo pés-transplante e o tipo de tratamento (uso
de imunossupressores) sao fatores importantes para a prevaléncia viral.
Ainda, fatores como género e idade podem estar relacionados com o

aparecimento da infec¢éo por HHVs.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a prevaléncia dos Herpesvirus Humanos mais relevantes (EBV,
CMV e HHV-6) em individuos imunocomprometidos submetidos a transplante
renal no Hospital Universitario de Brasilia, analisando as caracteristicas dessa
reativacdo com dados clinicos e demograficos, bem como tipo de tratamento

e tempo pos-transplante.

3.2 Objetivos Especificos
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e Verificar a ocorréncia de prevaléncia de Herpesvirus Humanos EBV, CMV
e HHV-6 em transplantados renais do Hospital Universitario de Brasilia;

e Observar a prevaléncia de Herpesvirus circulante nos pacientes
submetidos a transplantes renais;

e Analisar os dados de prevaléncia viral e dados demograficos (género e
idade);

e Relacionar dados da prevaléncia viral e protocolo terapéutico
(imunossupressores utilizados) pelos pacientes apos o transplante;

e Estudar os dados sobre a prevaléncia viral em relacdo ao tempo poés-

transplante e uso de imunossupressores.

4. METODOS

Trata-se de uma coorte clinica com a populacdo de pacientes
candidatos a transplante renal no Hospital Universitario de Brasilia (HUB).
Neste estudo foram coletadas informacdes demograficas e clinicas para fins
de andlise descritiva e exploratéria frente aos achados etioldgicos
investigados.

Nesse estudo, foram colhidas em exames de rotina as amostras
(plasma) de 170 pacientes submetidos a transplantes renais no HUB para
investigacdo dos virus EBV, CMV e HHV-6. Os exames foram feitos no préprio
hospital onde foi realizado o transplante. Essas amostras foram utilizadas para
avaliacdo epidemiolégica e analisar com os dados de tratamento e tempo pos-
transplante.

Como um convite aos possiveis participantes da pesquisa, utilizou-se
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para o alcance da

manifestacéo clara de concordancia com a participacdo na pesquisa.

4.1 Riscos e beneficios para os pacientes
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Os resultados obtidos com esse estudo serviram para auxiliar no
entendimento do efeito da reativagdo viral, sua problemética e suas possiveis
consequéncias na saude do paciente transplantado, bem como a prevaléncia
desse virus nessa populacéo. A coleta das amostras utilizadas neste estudo
nao ofereceu nenhum tipo de risco aos pacientes, com excecao de alguns
casos de hematomas e sangramentos no local da pungéo venosa.

Na etapa de realizacdo do exame de rotina, o profissional responsavel
pela coleta contou com um tubo adicional que foi destinado a pesquisa. E
guanto aos resultados obtidos, nenhum risco foi observado em questao de
danos a dimenséao fisica, psiquica, moral, intelectual, social, cultural ou
espiritual dos individuos que foram estudados. Mesmo que fossem detectados
agentes virais has amostras dos pacientes transplantados renais envolvidos
no estudo, os resultados foram mantidos de forma confidencial e as amostras,
identificadas numericamente de forma que os individuos ndo fossem

reconhecidos por pessoas externas a pesquisa.

4.2 Critérios de incluséo

Foram incluidas 170 amostras de pacientes transplantados renais,
maiores de idade, de ambos os sexos, atendidos no Hospital Universitario de

Brasilia.

4.3 Consideracdes éticas

Antes da coleta de sangue periférico, o TCLE foi apresentado aos
possiveis participantes da pesquisa para a manifestacdo clara de
concordancia com a participacao no estudo. O projeto ja foi aprovado pelo
Comité de ética em Pesquisa em Seres Humanos (CAAE:
83811718.8.0000.8093).
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4.4 Coleta de sangue periférico

A coleta foi realizada no Hospital Universitario de Brasilia — HUB, no
momento da coleta dos exames de rotina (dosagem de imunossupressores)
dos pacientes no hospital onde foi realizado seu transplante, as amostras de
sangue total venoso foram obtidas. Foram, porém, coletados um tubo

contendo EDTA adicional desses pacientes para o presente estudo.

4.5 Extracdo do material genético

O material genético (DNA) viral foi extraido automaticamente com o uso
do Maxwell® 16 Instrument e do kit Maxwell® 16 Viral Total Nucleic Acid
Purification Kit, seguindo as instrucdes do fabricante. Apds a extracédo, o
material foi estocado a -80 °C. O DNA extraido foi quantificado e avaliado
quanto a integridade e pureza por meio da leitura no espectrofotbmetro
Nanodrop One (Thermo Scientific) nos comprimentos de onda de 260 e 280

nm.

4.6 PCR em tempo real

As andlises de deteccdo molecular foram realizadas por PCR (Reacao
de Cadeia da Polimerase) em tempo real, o resultado € visualizado de
imediato. O procedimento consiste em uma reacéo de amplificacdo em tempo
real em uma microplaca com variacédo e controle de temperatura programavel
e um sistema de deteccao de fluorescéncia optica utilizado simultaneamente
a reagdo em um termociclador. Isto € possivel devido a adicdo de sondas
fluorescentes nas reacdes de PCR. A amplificacdo do DNA-alvo é controlada
durante o processo de gPCR. Conforme o DNA é amplificado, o nivel de

fluorescéncia cresce de forma proporcional.
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O equipamento é capaz de detectar a fluorescéncia eventualmente
produzida pela amostra e dessa forma a técnica possibilita acompanhar a
reagcdo e a apresentacdo dos resultados em tempo real. Através do
monitoramento da taxa de aumento da fluorescéncia na reacdo de PCR, é
possivel, também determinar com precisdo a quantidade de DNA-alvo
presente na amostra original, para a realizacdo da técnica foi utilizado o
termociclador Quantistudio 5 (Thermo Scientific), disponivel no Laboratorio de
Diagnostico Molecular do Hospital Universitario de Brasilia. Para isso, foram
utilizados sondas e iniciadores (primers) especificos e condi¢des de reacao ja

consagrados na literatura, conforme pode ser observado nas tabelas 2 e 3.

Virus  Reagentes Quantidade Condi¢Ges da Reagao Referéncia

TagMan Buffer 12,5ulL

o .
Prime F 1,5ul 3(5);2 iom'h
. 2C-10 min
P R 1 L
EBV SS:;Z 0’: UL 40 ciclos: Fellner et al., 2014.
A c L“ 959C - 15seg
u 602C - 1min
H20 4 ulL
TagMan Buffer 12,5 uL )
. 502C - 2 min
Prime F 2ulL .
Prime R 2ulL 952C - 10 min
HHV6 40 ciclos: Gautheret-Dejean et al., 2003
Sonda 1uL
DNA 6 uL 959C - 15seg
u 602C - 1min
H20 1,5ulL
Master Mix 10 uL 502C - 2 min
Wash 0,4 Ul 959C - 10 min
CMV  PrimeF 1,8 uL 40 ciclos: Abbott RealTime CMV, 2011.
Prime R 0,5 Ul 952C - 15seg
Sonda 5,5 Ul 602C — 1min

Tabela 2: Sondas, iniciadores e protocolo da reagéo utilizados.

Sonda/lniciador Sequéncia 5°-3° Tipo Escala
HHV6 Probe AGCAGCTGGCGAAAAGTGCTGTGC FAM-TAMRA  100uM
EBV Probe TCAGCCCCTCCACCAGTGACAATTC FAM-TAMRA  100uM
HCMV Probe ACTGGGCAAAGACCTTCATGCAGATCTC FAM-TAMRA  100uM

HHV6 F GACAATCACATGCCTGGATAATG 25N




29

HHV6 R TGTAAGCGTGTGGTAATGTACTAA 25N
EBV F TCAACCTCTTCCATGTCACTGAGA 25N
EBVR TGGGTGAGCGGAGGTTAGTAA 25N

HCMV F TCATCCACACTAGGAGAGCAGACT 25N

HCMV R GCCAAGCGGCCTCTGAT 25N

Tabela 3: Sequéncia 5' - 3' das sondas e iniciadores utilizados.

4.7 Dados dos pacientes

Os dados dos pacientes foram obtidos a partir de seus prontuarios,
conforme a disponibilidade (prontuérios fisicos e/ou eletrénicos — Aplicativo de
Gestdo para Hospitais Universitarios - AGHU). Foram obtidos dados de tipo
de tratamento (imunossupressores utilizados), tempo pés transplante, género,
idade e sintomas possivelmente decorrentes da reativacao viral. Esses dados
foram correlacionados com os dados de reativacdo de cada um dos trés

herpesvirus avaliados.

4.8 Analise Estatistica

Para a analise estatistica deste trabalho, foi utilizado o teste T de Student
para avaliacdo da média de idade dos pacientes. Para a andlise das
prevaléncias da presenca de CMV entre os grupos foi utilizado o teste qui-
quadrado. O teste de Fisher foi utilizado nas andlises que envolveram a
prevaléncia de EBV, HHV-6 e para as andlises que envolveram o0s

medicamentos imunossupressores.

5. RESULTADOS

No periodo estudado, 170 pacientes foram submetidos a coleta de material para
deteccdo de EBV, CMV e HHV-6. Desse universo de pacientes foram contabilizados
65 (38,23%) pacientes do sexo feminino e 105 (61,76%) pacientes do sexo

masculino. Os homens apresentam uma média de idade de 49,97 anos (+13,31) e
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mulheres de 45,02 anos (+15,13). ApGs andlise molecular por PCR em tempo real
das amostras obtidas dos pacientes transplantados renais observou-se que 20%
(34/170) deles apresentaram resultado positivo para CMV, 1,7% para EBV e 0,6%
para HHV-6. Apesar de uma maior porcentagem de pacientes positivos para CMV
ser encontrada em homens quando comparado as mulheres (24,76% vs 15,38%),
nao houve diferenca significativa de pacientes positivos em relagdo ao género.
Também ndo houve diferenca significativa em relagdo ao género para os demais
virus avaliados (EBV e HHV-6) (Tabela 4). Ndo houve diferenca significativa em
relacdo a idade de pacientes positivos e negativos para CMV. A média de idade dos
pacientes transplantados que apresentaram positividade para CMV foi de 45,24 anos
(x13,10) e a dos pacientes negativos para CMV foi de 46,66 anos (x14,91)
(p=0,6104)

Homens Mulheres Total P valor
N 105 (61,76%) 65 (38,23%) 170 (100%) —
Meédia de Idade 49,97 (%£13,31) 45,02 (=15,13) 48 (=14,2) 0,0265 *
&=DP)
CMV + 24 (24,76%) 10 (15,38%) 34 (20,0%) 0,2365%*
EBV + 2 (1,9%) 1(1,5%) 3 (1,7%) 1,000%**
HHV-6 + 0 (0,00%) 1(1,5%) 1 (0,6%) 0,3824%**

DP: Desvio Padrio; * teste T de Student; **Teste qui-quadrado ***Teste de Fisher
Tabela 4: Caracteristicas demogrdficas e prevaléncia de CMV, EBV e HHV-6

Ao se comparar a idade dos pacientes com a quantidade de positivos
para citomegalovirus, percebe-se que quanto maior a idade dos pacientes
menor a positividade para citomegalovirus. Nao houve diferenca estatistica

entre os grupos (figura 5).
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Idade x CMV +
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30%

25%

20%

15%

10% 11/47
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18-40 41-60 61+

Positivos para CMV

Figura 5: Idade dos pacientes x Positivos para CMV.

Conforme ja demostrado, observou-se 20% (34/170) dos pacientes
avaliados foram positivos para CMV. Quando avaliados os pacientes em que
a coleta de sangue ocorreu em até 180 dias pdés-transplante (75,53 dias
+52,03), observou-se que 46,66% (14/30) apresentaram resultado positivo
para o CMV; quando observado pacientes em que a coleta ocorreu no primeiro
ano pos-transplante (112,12 dias £79,57) observou-se que 45% (18/40) foram
positivos. Quando observado os pacientes cujo as amostras foram colhidas
em até 3 anos, 5 anos e 7 anos, foi observada a positividade em 30,76%
(20/65), 28,08% (25/89) e 25,89% (29/112) (figura 6). Em relacdo aos demais
virus, a baixa taxa de positividade impediu que analise de tempo pOs-
transplante fosse realizada (somente 3 pacientes com amostra positiva para

EBV e somente 1 paciente para HHV-6).
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CMV + (%) x Tempo

o
50,00% 46,66%

45,00%
40,00%
35,00%
30,76%
30,00% 28,08%
25,89%
25,00%
20%

20,00%
15,00%
10,00%

5,00%

0,00%

0-180dias 0-365dias 0-3anos 0-5anos 0-7anos Global

Figura 6: Relagdo de Positivos para CMV de acordo com o Tempo pds transplante.

Ao avaliar a positividade de CMV delimitando o tempo pés-transplante
nas faixas de 0 a 180 dias, de 181 a 365 dias, de 1 ano a 3 anos, de 3 anos a
5 anos, de 5 anos a 7 anos e acima de 7 anos, observa-se que a positividade
também foi decrescente; observou-se positividade para o CMV em 46,66%
(14/30), 40% (4/10), 8% (2/25), 20% (5/25), 17,39% (4/23) e 10,16% (6/59)

respectivamente (figura 7).

CMV + (%) x Tempo Pés-Transplante

50,00% 46,66%
45,00%
40%
40,00%
35,00%
30,00%
25,00%
20,00%
20,00% 17,39%
15,00%
10%

10,00% 8,00%

- .

0,00%

0-180dias 181- 365 dias 1-3anos 3-5anos 5-7anos 7-14anos

Figura 7: Positivos para CMV x Tempo pds - transplante.
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Em relacdo aos medicamentos imunossupressores utilizados pelos
transplantados, observamos que 113 pacientes usaram tacrolimo, 77 usaram
sirolimo, 142 usaram prednisona, 50 usaram micofenolato, 7 usaram
azatioprina e 6 usaram everolimo. A maior parte dos tratamentos refere-se a
uma combinacdo desses imunossupressores (2 ou 3 diferentes
iImunossupressores) dentre os esquemas de tratamento utilizados foi
observado que o tratamento envolvendo o uso de prednisona + tacrolimo +
micofenolato foi utilizado em 51 pacientes, seguido de prednisona + tacrolimo
+ sirolimo (46 pacientes) e prednisona + sirolimo + micofenolato (26
pacientes). Outros esquemas terapéuticos (com 2 ou 3 imunossupressores)
foram utilizados em menos de 5 pacientes por grupo. Vinte e seis pacientes

nao fizeram uso de imunossupressor (figura 8).

Tacrolimo + Evorolimo Il

Sirolimo + Tacrolimo Il

Predinisona + Micofenolato Il
Predinisona + Sirolimo IZI
Predinisona + Tacrolimo 3

Tacrolimo + Micofenolato |1

1
Predinisona + Tacrolimo + Azatioprina -SI
Predinisona + Sirolimo + Azatioprina Iz I
Predinisona + Tacrolimo + Evorolimo - 5 |
Predinisona + Sirolimo + Tacrolimo 46

Predinisona + Sirolimo + Micofenolato 26

C 20 30 40 50

Figura 8: Esquema de imunossupressor utilizado.

Diante desse cenario, grupos com maiores numeros de individuos em
tratamento foram avaliados quanto a positividade de CMV. Quando avaliado
toda a populacéo do estudo, observamos que pacientes que se utilizaram do
esquema de tratamento envolvendo prednisona + tacrolimo + micofenolato
apresentaram 23,52% de positividade para o CMV (12/51), seguido do

esquema de tratamento envolvendo prednisona + tacrolimo + sirolimo
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(19,56% - 9/46) e prednisona + sirolimo e micofenolato (3,84% - 1/26). Dos 26
pacientes que nao utilizaram imunossupressor, 7 deles eram positivos para
CMV.

Quando as frequéncias desses grupos foram comparadas (teste exato de
Fisher), observamos diferenca estatistica entre o grupo de pacientes que
utilizou prednisona + sirolimo + micofenolato vs grupo que nao utilizou
imunossupressor (p=0,0496), demonstrando que apesar da
imunossupressdo, este esquema poderia ter um efeito protetor contra a
infeccdo pelo CMV. Ainda, quando observamos diferenca significativa entre
0S grupos prednisona + tacrolimo + micofenolato vs prednisona + sirolimo +
micofenolato (p=0,0499) percebemos que o efeito protetor poderia estar
relacionado ao sirolimo, uma vez que o esquema envolvendo prednisona +
tacrolimo + micofenolato ndo mostrou diferenca para o grupo que ndo usou
imunossupressor (p=0,7840). Por outro lado, o tacrolimo também poderia

estar favorecendo a infecgéo pelo CMV (figura 9).

Imunossupressor x CMV +
100,00%
90,00%
80,00%
70,00%

+p=0,0496
60,00%

50,00%
50,00%
10.00% «p=0,0499
,00%

26,92%
30,00% 23,52% °

19,56% 1/2
20,00%
o 7/26
10,00% 3,84% 9/46
0,00% 1/26

m Predinisona + Tacrolimo + Micofenolato Predinisona + Sirolimo + Micofenolato

Predinisona + Sirolimo + Tacrolimo Predinisona + Sirolimo

" )
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Figura 9: Imunossupressor x positivos para citomegalovirus.

Diante dessa observacéo, decidimos avaliar os pacientes de acordo com
0 uso de cada um dos imunossupressores isoladamente. A analise estatistica

nao demonstrou diferenca entre as frequéncias apresentadas, porém,
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observou-se que o grupo em que o sirolimo foi utilizado apresentou menor
porcentagem de pacientes positivos para CMV (14,29%) em relagéo ao grupo
gue nao usou imunossupressor (26,92%) e em relacdo ao grupo que utilizou
o tacrolimo (23,89%). Importante ressaltar, que nenhum paciente que se
utilizou do everolimo apresentou positividade para o CMV (0/6). As maiores
porcentagens de positividade para o CMV foram observadas em pacientes
que fizeram uso de azatioprina (28,57%) e micofenolato (28,00%) (figura 10).
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Figura 10: Esquema de imunossupressdo usados para os 34 pacientes positivos para CMV.

Considerando que a positividade para CMV é mais frequente nos
primeiros meses pos-transplante, decidimos avaliar a frequéncias de
pacientes positivos de acordo com o esquema de tratamento para aqueles
pacientes que coletaram amostras dentro dos 180 primeiros dias pés
transplante. Apesar do numero reduzido de amostras coletadas nesse
periodo, observamos que o esquema se utilizando prednisona + tacrolimo +

sirolimo apresentou a menor porcentagem de pacientes positivos (30%).
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Pacientes se utilizando de prednisona + tacrolimo + micofenolato, ou
prednisona + sirolimo + micofenolato ou sem uso de imunossupressor

apresentaram positividade de 50% para o CMV (figura 11).
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Figura 11: Esquema de imunossupress@o x positivos para citomegalovirus de 0 a 180 dias pds transplante.

Por fim, avaliamos a positividade para o CMV de acordo com o uso de
cada tipo de imunossupressor de forma isolada nos pacientes cuja amostras
foram coletadas nos 180 primeiros dias (figura 12). Pacientes que fizeram o
uso de sirolimo apresentaram a menor porcentagem de positividade para o
CMV (30,76%). Pacientes com o uso de tacrolimo apresentaram positividade
para o CMV de 40,9% enquanto aqueles que se utilizaram de prednisona e
micofenolato apresentaram positividade para o CMV de 43,65% e 46,15%
respectivamente. Pacientes sem o uso de imunossupressor apresentaram

positividade de CMV de 75%. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos.
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Figura 12: Imunossupressor x positivos para citomegalovirus de 0 a 180 dias pds transplante.

6. DISCUSSAO

As caracteristicas sociodemograficas dos pacientes foram analisadas para
associacdo com os padrées de viremia para cada virus. De acordo com 0s
resultados, ndo houve diferencga significativa entre a prevaléncia dos virus
estudados entre homens e mulheres. Na literatura ha relatos de que a
prevaléncia de EBV em mulheres é maior (RIBAS, 2019). De acordo com o
observado neste estudo, ha também relatos de que o género néo influencia
na positividade para CMV (ABOU-JAOUDE et al., 2021). Em relacéo a idade,
observou-se que quanto maior a idade dos pacientes menor a positividade
para citomegalovirus, porém sem diferenca estatistica entre os grupos. Ha
relatos de que, em transplantados renais, pacientes mais velhos (mais de 65
anos) possuem uma taxa de reativacdo de CMV maior quando comparado a
um grupo de pacientes mais jovens (HEMMERSBACH-MILLER et al., 2020).
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A infeccao por CMV é comum apoés o transplante renal, principalmente em
até os primeiros 100 dias. Os fatores que influenciam o desenvolvimento da
infeccdo por CMV incluem o status sorologico para CMV do receptor e do
doador, o uso de agentes depletores de linfécitos, nivel de imunossupressao
e tipo de doador (vivo ou falecido). De acordo com as orienta¢cdes da KDIGO
(Kidney Disease: Improvem Global Outcomes) a profilaxia para CMV deve ser
feita com valganciclovir ou ganciclovir, por até 3 meses pos-transplante e por
6 semanas depois do tratamento com globulina antitimocitaria (ATG).
Pacientes gque tenha diagnéstico da doenca citomegalica a recomendacao é
ter um acompanhamento semanal por qPCR ou antigenemia pp65, até o CMV

nao ser mais detectado no sangue (KDIGO, 2009).

A infeccdo por citomegalovirus nos individuos receptores de aloenxertos
pode favorecer o aumento de infec¢bes secundarias por fungos, bactérias e
outros herpesvirus. Além disso, o CMV também pode aumentar os casos de
rejeicdo aguda e disfuncdo crénica do 6rgéo transplantado (REQUIAO-
MOURA et al, 2015). Existem varias proteinas codificadas pelo
citomegalovirus que apresentam a habilidade imunomoduladora, o que pode
suprimir o sistema imunolégico ou intensificar o processo inflamatorio
(VANICHANAN et al.,, 2018). Um estudo com receptores de transplantes
renais, comprovou que a infeccdo e a doenca por citomegalovirus aumentam
a o risco de rejeicdo aguda em cerca de 1,6 a 2,5 vezes (SAGEDAL et al.,
2002). Vérios outros estudos ja publicados também fazem a correlagdo de
rejeicdo aguda com a infeccéo por CMV em receptores renais (BLAZQUEZ-7.
NAVARRO et al.,, 2018; STERN et al., 2014; LEE et al., 2014). Apesar do
acometimento renal pelo citomegalovirus ser raro, € observado diversas
inclus@es virais em glomérulos e em células epiteliais tubulares, com reacao
inflamatoria local (MANFRO et al., 2014).

A infeccdo por CMV esta entre as complicacdes mais frequentes apos o
transplante de orgaos sélidos (TOS) (STERN et al., 2014), com implicacbes

para o0 manejo clinico e com grande impacto na morbidade, mortalidade e
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sobrevida do enxerto (KOTTON, 2013). Apenas 10% dos pacientes
transplantados sdo acometidos de infeccdo primaria, sendo a maioria das
infec¢des ocorrendo pela transmisséo através do enxerto (D+/R-). Isso se d&
uma vez que a maior parte dos pacientes tiveram seu primeiro contato com o
virus durante a infancia, e apos o transplante pode ocorrer reativacédo devido
a imunossupresséo. Nesses casos, podem ocorrer efeitos diretos e efeitos
indiretos, com risco aumentado de infec¢des secundarias e risco aumentado
para a rejeicdo aguda e disfuncéo renal cronica (REQUIAO-MOURA et al.,
2015).

Para que se possa reduzir o risco de eventos (efeitos diretos ou indiretos)
gue estédo relacionados ao CMV se faz necessario a adesao de uma das duas
seguintes estratégias: a profilaxia universal ou o tratamento preemptivo
(KOTTON et al., 2018). A primeira estratégia € fundamentada em administrar
ganciclovir oral ou valganciclovir para todos os pacientes em risco (R-/D+ e
R+) por pelo menos trés meses apds o transplante e durante seis semanas
para pacientes que receberam tratamento com anticorpo depletor de linfocitos
(KDIGO, 2009). A exposicao prolongada a medicamentos antivirais pode
aumentar o risco de resisténcia, toxicidade, doenca por CMV de inicio tardio,
e um gasto elevado. Por outro lado, a profilaxia € menos trabalhosa, requer
monitoramento menos intensivo e dispendioso, e tem sido associado a menos
eventos relacionados ao CMV (HUMAR et al., 2010). J4 no tratamento
preemptivo, os pacientes sdo monitorados de forma sequencial e intensiva
para identificacdo da replicacdo viral precoce (PCR ou por deteccdo
antigenemia), antes que ocorra 0 aparecimento de sintomas ou invasao
tecidual. Apenas os pacientes que tenha replicacdo viral recebem doses
terapéuticas de tratamento antiviral. Esta estratégia se mostra efetiva nos
pacientes com risco moderado (R+/D- e R-/D+) de desenvolver doenca por
CMV. Além disso, esse tratamento representa uma alternativa com reducao
de custos, e da toxicidade relacionada a exposicdo de medicamentos
antivirais (RAZONABLE & RAYDEN, 2013).
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Cada centro de transplante cria a logistica mais adequada para realizar o
manejo preemptivo, uma vez que depende da frequéncia de monitoramento
necessario para realizar o diagnéstico do CMV (KOTTON & COLS., 2013). No
Hospital Universitario de Brasilia € realizado o monitoramento com PCR para
CMV a cada 15 dias durante os 3 primeiros meses poOs-transplante.
Resumidamente, a terapia preemptiva néo se propde em prevenir a infeccao,
mas sim em evitar a doenga por CMV. Visto que o sistema unico de saude
(SUS) nao fornece o valganciglovir, a grande maioria dos centros de
transplante realiza o tratamento preemptivo, no entanto, até 0 momento, nao
se tem claramente definido o qual limite de carga viral ideal para se dar inicio
ao tratamento preemptivo (REQUIAO-MOURA, 2022).

Dentre os pacientes de nosso estudo, 30 pacientes foram avaliados dentro
do periodo de 180 dias. A infec¢do pelo CMV foi observada em 46,66% dos
pacientes no periodo avaliado. Em amostras colhidas em até 1 ano pos
transplante a positividade foi de 45%. SCHEFFEL et al., (2015), descreve em
seu estudo que a incidéncia e a severidade dos eventos infecciosos séo
maiores nos primeiros meses apos o transplante, periodo em que a terapia
imunossupressora também é mais intensa. Cerca de 80% dos receptores
renais apresentam alguma complicagao infecciosa durante o primeiro ano de

acompanhamento.

Um estudo iraniano demonstrou que a doenca por CMV é considerada
uma das principais causas de morbidade e mortalidade em pacientes
transplantados renais, e que a infeccdo geralmente ocorre nos primeiros trés
meses apoOs o transplante. Este estudo destaca que o cuidado e o
acompanhamento desses pacientes sao cruciais nos primeiros 5 meses
(BABAZADEH, A. et al., 2017). Outro estudo, também, confirmou que cerca
de 60% dos receptores terdao a infeccdo por CMV e mais que 20% irdo
desenvolver a doenca sintomatica. Devido ao avan¢o da imunossupressao

possivelmente havera uma variagéo tanto na ocorréncia quanto no padréo das
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infeccbes, sendo que 55% dos pacientes deste estudo desenvolveram a
doencga por CMV em < 3 meses poés-transplante (CORDERO et al., 2012).

Ao se fazer o monitoramento do paciente por mais que 12 meses,
GIAKOUSTIDIS et al. (2012) em seu estudo afirma que a incidéncia de doenca
por CMV de inicio tardio foi baixa apds o primeiro ano pos-transplante e ndo
foi letal. De fato, observou-se que ha uma queda da porcentagem de pacientes
positivos quando amostras colhidas em maiores periodos pos-transplante séo
incluidas nas analises. A porcentagem de pacientes positivos para CMV cai
para 20% quando todas as amostras coletadas sdo incluidas (pacientes com
amostras colhidas em até 14 anos pOs transplante). Por outro lado, essa
gueda também pode ser influenciada pelo tratamento antiviral ministrado em
pacientes que demonstram positividade para o CMV nos 6 primeiros meses

pés-transplante.

A terapia de imunossupressdo utilizada em transplantados tem como
principal objetivo evitar que ocorra a rejeicdo do oOrgado transplantado,
contribuindo com o aumento da perspectiva de vida do paciente e da
sobrevida do enxerto. Para que isso aconteca, é necessario estabelecer o
estado de imunossupressao — tratamento utilizado no momento do transplante
—, manter o estado de imunossupressao e tratar, caso ocorra, episodios de
rejeicdo aguda e/ou crbnica. A prevencao da rejeicdo aguda representa um
fator decisivo no aparecimento tardio da nefropatia cronica. As rejeicbes
precoces e repetidas precisam ser prevenidas com imunossupressao eficaz,
abrangendo a inducdo da imunossupressdo e doses adequadamente

ajustadas nos primeiros meses de transplantes (SARMENTO et al., 2019)

De acordo com o protocolo clinico e diretrizes terapéuticas, para a
imunossupressdo de manutencdo em receptores de doadores vivos ou
falecidos é recomendado o esquema de imunossupressao triplice com
prednisona, azatioprina e ciclosporina ou tacrolimo e alternativamente pode

ser utilizado o esquema com prednisona, micofenolato de mofetil e
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ciclosporina ou tacrolimo, este ultimo foi mais utilizado representando 30% do
namero de pacientes do estudo. (CHOCAIR et al., 2014)

Apesar do protocolo terapéutico dar a opc¢ao entre ciclosporina e tacrolimo,
nenhum dos transplantados do estudo fizeram o uso da ciclosporina. O
tacrolimo esta associado a menores taxas de rejeicdo aguda quando é
comparado a ciclosporina (HIRSCH et al., 2013). Uma meta-analise que
abrangeu 123 publicagbes com 4.102 pacientes, comprovou que a perda do
orgao transplantado em pacientes que faziam o uso de tacrolimo foi menor do
gue a dos pacientes que usavam ciclosporina no 6° més pos-transplante. Esse
resultado continuou sendo observado no 3° ano de seguimento e, além disso,
a incidéncia de rejeicdes agudas e rejeicOes resistentes a corticoesteroides
foi menor nos pacientes que recebiam tacrolimo (MAYER et al., 1997). Por
outro lado, o tacrolimo tem forte ligacdo com infeccdo por poliomavirus e
diabetes poés-transplantes (MANITPISITKUL et al., 2010). Ainda, um estudo
demonstrou que as concentracdes de tacrolimo esté diretamente associada a
replicagéo viral do CMV e ao desenvolvimento de respostas mediadas por
células especificas do CMV (TEDESCO-SILVA et al., 2015).

Dois ensaios clinicos compararam o manejo de sirolimo + micofenolato +
corticoide com o manejo de tacrolimo + micofenolato + corticoide apos o
transplante renal. O objetivo de ambos os estudos foi avaliar a sobrevida do
receptor e do oOrgdo transplantado, a ocorréncia de rejeicdo aguda, o
funcionamento renal e os eventos adversos. No estudo de LARSON et al.,
2006, foi diagnosticado dez casos de infeccéo sistémica por citomegalovirus
no grupo que fez o uso de tacrolimo ao ser comparado com dois casos no
grupo sirolimo. No segundo estudo, apenas um receptor foi diagnosticado com
infecc@o por CMV no grupo que utilizou o sirolimo, ja no grupo que utilizou o
tacrolimo 14 receptores foram diagnosticados com infeccdo por
citomegalovirus (GLOTZ et al., 2010). Esses estudos vao de encontro ao
achado neste presente estudo, em que o grupo que se utilizou do sirolimo
apresentou menor porcentagem de pacientes positivos para CMV (14,29%)

em relagcdo ao grupo que n&o usou imunossupressor (26,92%) e em relacéo
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ao grupo que utilizou o tacrolimo (23,89%). Isso mostra que possivelmente o
tacrolimo também poderia estar favorecendo a infeccdo pelo CMV nesses
pacientes.

Apenas 7 dos pacientes estudados fizeram o uso da azatioprina, com
28,57% positivos para CMV. O baixo uso deste imunossupressor € devido a
preferéncia pelo o micofenolato de mofetil, que mostra uma forte poténcia
imunossupressora com baixa incidéncia de rejeicdo aguda (REMUZZI et al.,
2004). O micofenolato € uma droga de primeira linha nos protocolos de
imunossupressao, mas percebe-se que esse medicamento tem uma forte
associacdo com o aumento na incidéncia de infec¢des virais, e seu efeito é
contraditério na infecgdo pelo citomegalovirus (SAN JUAN et al., 2008;
MEULEN et al.,, 2000). J4 para o virus Epstein-Barr alguns estudos
demonstram uma reducdo da viremia em pacientes que receberam este
imunossupressor (BAMOULID et al., 2013), possivelmente devido a um efeito
anti-célula B do farmaco, que interfere diretamente na proliferacdo de
linfécitos B portadores do virus epstein-barr (HOLMES et al., 2009).

Os 6 pacientes que fizeram uso de everolimo ndo positivaram para
nenhum tipo dos herpes virus estudados. De fato, ha estudos que
demonstram que o everolimo esta associado a menor incidéncia de doenca
por CMV, quando comparado a micofenolato. Esses dados sugerem que
receptores de transplante renal recebendo EVR podem néo usar profilaxia
contra CMV (BASTOS et al., 2021). Dados de ensaios clinicos individuais
também mostraram que o uso de everolimo foi associado a uma menor
incidéncia de infeccdo por CMV em compara¢do com micofenolato apés
transplante renal (BRENNAN et al., 2011).

A infeccéo pelo virus epstein-barr em receptores de transplantes de 6rgaos
sélidos pode ser manifestada de varias formas podendo ser apresentada
como uma sindrome viral ndo especifica, como mononucleose infecciosa e,
no caso de receptores de aloenxertos, o EBV pode desencadear a doenca

lifoproliferativa pos-transplante. Esta ultima pode se manifestar como linfoma
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maligno associado ao EBV, como o linfoma de Burkit. De acordo com o
Collaborative Transplant Study (CTS) receptores de TOS podem desenvolver
esse tipo de linfoma cerca de 11,8 vezes ao ser comparado com individuos
nao transplantados (LE et al., 2017; LE, 2016; OPELZ & DOHLER, 2004). A
incidéncia de PTLD em receptores renais tem uma variacao de 1% a 5%
(MORSCIO et al., 2013), e pode ser classificada em precoce — normalmente
acontece no primeiro ano apdés o transplante — e tardia — ocorre apds um ano
do transplante. Com diversas manifestacdes clinicas e fatores de risco, a
PTLD precoce estd diretamente associada com a infeccdo por EBV,
acometendo o aloenxerto em cerca de 57% dos casos. Por outro lado, na
PTLD tardia o envolvimento do aloenxerto é de apenas 15% e normalmente
nao esta relacionada com o EBV (LE, 2016; GHOBRIAL et al., 2005; MUTI et
al., 2002).

A vigilancia da carga viral do EBV é bastante dificultosa devido a grande
caréncia de um padrédo de referéncia internacional. Além disso ha grande
variabilidade entre instituicdes que fazem a utilizagéo de diferentes valores de
corte para a carga viral e tipo de metodologia utilizadas, dificultando a
interpretacdo dos resultados (LE, 2016). No entanto, o estabelecimento do
International Standard for EBV for Nucleic Acid Techniques pela OMS pode
auxiliar a reduzir as variagdes entre os laboratdrios (PETRARA et al., 2015).
Uma das maiores dificuldades para a padronizacdo na interpretacdo dos
resultados é a escolha do material biolégico a ser utilizado nos tipos de
ensaios de quantificagcdo. A carga viral do EBV pode ser quantificada em
células mononucleares de sangue periférico, sangue total ou plasma
(BAIOCCHI et al., 2005). A determinagdo do DNA viral nestas diferentes
amostras pode proporcionar diferentes informagdes sobre a forma que o virus
se comporta no organismo dos individuos infectados (KANAKRY &
AMBINDER, 2015).

Alguns estudos demonstraram uma reducdo da viremia do EBV em
pacientes que receberam micofenolato (BAMOULID et al., 2013; HOLMES et
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al., 2009; LI et al., 2007), o que provavelmente seria devido a um efeito anti-
célula B do farmaco, interferindo na proliferacdo de linfocitos B portadores de
EBV (HOLMES et al., 2009). Em nosso estudo apenas 3 pacientes
positivaram para EBV. Destes, 2 fizeram o0 uso de predinisona + tacrolimo +

sirolimo e 1 paciente fez o uso de predinisona + tacrolimo + micofenolato.

O HHV-6 em pacientes que foram submetidos a transplantes de 6rgaos
sélidos, normalmente é assintomatico, mas ja ha relatos de complicacdes
(ABLASHI et al., 2010). Os sintomas e sinais clinicos sao febre, disturbios
neurolégicos, pneumonia, hepatite, encefalite, hepatite, erupcdo cutanea,
infeccdo gastrointestinal e disfuncdo do aloenxerto (YLINEN et al., 2017),
apesar de haver essas complicacfes, ainda ndo existem relatos de perda do
enxerto que esteja relacionado com a infeccédo direta do HHV-6. A taxa de
reativacdo do HHV-6 € alta, mas apenas 1% dos receptores de transplante
desenvolvera doenca clinica associada a infec¢édo pelo HHV-6. No presente
estudo apenas 1 paciente positivou para HHV-6, sendo que este também foi
positivo para CMV e fez o manejo de prednisona + tacrolimo + azatioprina. O
HHV-6 também tem sido associado a varios efeitos indiretos, incluindo uma
taxa mais alta de doenca por CMV, rejeicdo aguda e cronica do enxerto e
infec¢do oportunista, como doencga fangica invasiva (LAUTENSCHLAGER &
RAZONABLE, 2012). Como a maioria dos casos de HHV-6 o paciente ndo

apresenta sintomas, o diagnostico é bastante dificultoso.

8. CONCLUSAO

Foi avaliado a prevaléncia dos Herpesvirus Humanos mais relevantes
(EBV, CMV e HHV-6) em individuos imunocomprometidos submetidos a
transplante renal no Hospital Universitario de Brasilia. De acordo com o0s
resultados obtidos, o citomegalovirus foi o de maior prevaléncia nesse grupo
estudado. Analisando as caracteristicas dessa reativacdo com os dados
clinicos e demogréficos, conclui-se que em relacdo a prevaléncia dos virus

estudados (citomegalovirus, virus Epstein-Barr e herpesvirus humano do tipo
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6) ndo ha diferenca significativa entre homens e mulheres; os grupos de
pessoas mais jovens (18-40 anos) tem maior niameros de positivos para
citomegalovirus. Analisando o tratamento realizado pelos pacientes
receptores renais percebe-se que os imunossupressores sirolimo e everolimo
parece ter um efeito protetor contra a infec¢ao pelo citomegalovirus, enquanto
o tacrolimo e o micofenolato parece favorecer a infecgéo. E por fim conclui-se
que a taxa de positividade para o citomegalovirus vai diminuindo de acordo
com o tempo pés-transplante.
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RESUMO:

Objetivos: Visto que ndo ha estudos de prevaléncia de CMV em pacientes transplantados no
Distrito Federal, este estudo objetivou essa prevaléncia em amostras de plasma de 170 pacientes
transplantados renais acompanhados no Hospital Universitario de Brasilia. Além disso, este estudo também
objetivou coorelacionar a positividade de CMV nos transplantados com o género, idade, o tempo pds-
transplante e o esquema de tratamento com imunossupressores. Apds extracdo de &cidos nucleicos do
plasma, as amostras foram testadas por meio de PCR em tempo real para cada um dos virus estudados. Os
resultados demonstraram uma prevaléncia de 20% (34/170) para 0 CMV. Nao houve diferenca estatistica
na prevaléncia do CMV entre homens e mulheres. Ainda, foi observado que a prevaléncia do CMV diminui
de acordo com o tempo poés-transplante, e que o esquema de imunossupressao parece influenciar no
aparecimento da infeccdo; enquanto os imunossupressores sirolimo e everolimo parecem exercer um efeito
protetor contra a infec¢do pelo CMV, os imunossupressores micofenolato e o tacrolimo parecem favorecer
a infeccdo. Os resultados desse trabalho permitem conhecer a real prevaléncia do CMV em pacientes
transplantados renais do Distrito Federal, e poderéo servir de base para defini¢cdo de protocolos que visem

a prevencéo dessas infec¢Ges nessa populacéo.

Palavras-chaves: Citomegalovirus, Transplantados renais e Imunossupressores.
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INTRODUCAO:

O citomegalovirus (CMV ou HHV-5) é um B-herpes-virus, que pertence a familia
dos Herpesviridae. Geralmente a primeira infeccdo ocorre durante a infancia, atingindo
uma soroprevaléncia (presenca de anticorpos) de 70 a 90% da populagdo adulta. A
infeccdo pelo CMV ¢ a principal complicacdo infecciosa no transplante de rim, sendo
motivo de alta morbimortalidade (Requido-Moura et al., 2015).

Com o objetivo evitar que ocorra a rejeicdo do 6rgdo transplantado, pacientes
transplantados renais sdo submetidos a terapia de imunossupressao, o0 que contribui para
0 aumento da perspectiva de vida do paciente e da sobrevida do enxerto (Sarmento et al.,
2019). Por outro lado, a utilizacdo de medicamentos imunossupressores em receptores
possui uma forte correlagdo com a alta taxa de incidéncia de morbimortalidade devido a
complicacdes infecciosas em recém transplantados (Starck, et al, 2020), como por
exemplo a infecgdo pelo CMV. Quando as medidas de prevengdo de infecgdo séo
negligenciadas, cerca de 40% a 100% de todos os transplantados renais desenvolvem
infeccdo pelo CMV e até 67% desenvolvem doencas decorrentes do CMV (febre,
neutropenia, trombocitopenia, mal estar, pneumonia, hepatite, pancreatite, entre outras)
(Hibberd PL at all., 1992. Reischig T at all., 2005)

N&o ha estudos de prevaléncia do CMV em pacientes transplantados no Distrito
Federal. Assim, este estudo objetivou avaliar a prevaléncia deste virus nos pacientes
transplantados renais do Hospital Universitario de Brasilia. Os resultados obtidos neste
estudo podem auxiliar no entendimento do efeito dessas infeccdes na satde do paciente
transplantado renal, a prevaléncia desse virus nessa populacao e a definicdo de protocolos
que auxiliem na prevencdo de sintomas decorrentes da reativacao viral. Ainda, visto que
a infeccdo do CMV ocorre em pacientes transplantados renais, principalmente devido a
sua condicdo de imunossupressdo, e que diversos fatores podem influenciar essa
reativacdo, a prevaléncia do CMV observada nesses pacientes foram correlacionadas
com dados de tratamento, tempo poés-transplante, género e idade.

METODOS:

Tipo de estudo:

Trata-se de um estudo clinico randomizado (ECR), importante ferramenta para a
obtencdo de evidéncias na area da saude. Esse estudo consiste em um tipo de estudo
experimental, desenvolvido em seres humanos e que visa contribuir para o conhecimento
do efeito de intervencbes em saude. Nesse estudo, foram colhidas em exames de rotina
as amostras (plasma) de pacientes submetidos a transplantes renais no Hospital
Universitario de Brasilia para investigacdo do citomegalovirus. Este estudo foi aprovado
pelo Comité de ética em Pesquisa em Seres Humanos (CAAE: 83811718.8.0000.8093),
e todos os participantes assinaram o0 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE).

Coleta das amostras e extracdo do material genético:
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Foram coletadfas amostras de sangue (tubo contendo EDTA) de 170 pacientes
transplantados renais, maiores de idade, de ambos os sexos, atendidos no Hospital
Universitario de Brasilia. Apos a coleta, o plasma foi separado por centrifugacdo e
submetido A extracdo de acidos nucléicos. O material genético viral (DNA/RNA) foi
extraido automaticamente com o uso do Maxwell® 16 Instrument e do kit Maxwell® 16
Viral Total Nucleic Acid Purification Kit, seguindo as instru¢bes do fabricante. A
integridade e pureza do material genético extraido foi avaliada por meio da leitura no
espectrofotdmetro Nanodrop One (Thermo Scientific) nos comprimentos de onda de 260
e 280 nm. Em seguida, o material foi estocado a -80 °C até 0 momento das analises.

Coleta de dados:

Os dados dos pacientes foram obtidos a partir de seus prontuérios, conforme a
disponibilidade (prontuarios fisicos e/ou eletronicos — Aplicativo de Gestdo para
Hospitais Universitarios - AGHU). Foram obtidos dados de tipo de tratamento
(imunossupressores utilizados), tempo pés transplante, género e idade. Esses dados foram
correlacionados com a positividade do CMV.

Deteccdo do CMYV por gPCR

As analises de deteccdo molecular foram realizadas por gPCR (Reacéo de Cadeia
da Polimerase Quantitativa) em tempo real, utilizando o termociclador Quantistudio 5
(Thermo Scientific). Foram utilizados sondas e iniciadores (primers) especificos e
condicGes de reacdo ja consagrados na literatura (Abbott RealTime CMV, 2011),
conforme pode ser observado nas tabelas 1 e 2.

Virus | Reagentes Quantidade Condig6es da Reagao Referéncia
Master Mix 10uL 509C - 2 min
Wash 0,4 Ul 952C- 10 min
CMV  PrimeF 1,8 uL 40 ciclos: Abbott RealTime CMV, 2011.
Prime R 0,5 Ul 952C - 15seg
Sonda 5,5 Ul 602C — 1min

Tabela 1: Sondas, iniciadores e protocolo da reacédo utilizados.

Sonda/Iniciador Sequéncia 5"-3°
HCMV F TCATCCACACTAGGAGAGCAGACT
HCMV R GCCAAGCGGCCTCTGAT

Tabela 2: Sequéncia 5' - 3' das sondas e iniciadores utilizados.

Anélise estatistica:

Para a andlise estatistica deste trabalho, foi utilizado o teste T de Student para
avaliacdo da média de idade dos pacientes. Para a analise das prevaléncias da presenca de
CMV entre os grupos foi utilizado o teste qui-quadrado. O teste de Fisher foi utilizado
nas analises que envolveram os medicamentos imunossupressores.
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RESULTADOS:

No periodo estudado, 170 pacientes foram submetidos a coleta de material para
deteccdo de CMV. Desse universo de pacientes foram contabilizados 65 (38,23%)
pacientes do sexo feminino e 105 (61,76%) pacientes do sexo masculino. Os homens
apresentam uma média de idade de 49,97 anos (x13,31) e mulheres de 45,02 anos
(£15,13). Apos analise molecular por PCR em tempo real das amostras obtidas dos
pacientes transplantados renais observou-se que 20% (34/170) deles apresentaram
resultado positivo para CMV. Apesar de uma maior porcentagem de pacientes positivos
para CMV ser encontrada em homens quando comparado as mulheres (24,76% vs
15,38%), ndo houve diferenca significante de pacientes positivos em relacdo ao género
(Tabela 4). N&o houve diferenca significante em relacéo a idade de pacientes positivos e
negativos para CMV. A média de idade dos pacientes transplantados que apresentaram
positividade para CMV foi de 45,24 anos (£13,10) e a dos pacientes negativos para CMV
foi de 46,66 anos (+14,91) (p=0,6104)

Homens Mulheres Total P valor
N I 105 (61,76%) I 65 (38,23%) I 170 (100%) L
Média de 49,97 (+13,31) 45,02 (+15,13) 48 (+14,2) 0,0265 *
Idade (£DP)
CMV + 24 (24,76%) 10 (15,38%) 34 (20,0%) 0,2365%*

DP: Desvio Padrdo; * teste T de Student; **Teste qui-quadrado

Tabela 3: Caracteristicas demogréficas e prevaléncia de CMV

Ao se comparar a idade dos pacientes com a quantidade de positivos para
citomegalovirus, percebe-se que quanto maior a idade dos pacientes menor a positividade
para citomegalovirus (Gréafico 1), porém sem diferenca estatistica.
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Grdfico 1: Idade dos pacientes x Positivos para CMV.

Conforme ja& demostrado, observou-se 20% (34/170) dos pacientes avaliados
foram positivos para CMV. Quando avaliados os pacientes em gue a coleta de sangue
ocorreu em até 180 dias pds-transplante (75,53 dias £52,03), observou-se que 46,66%
(14/30) apresentaram resultado positivo para o0 CMV; quando observado pacientes em
que a coleta ocorreu no primeiro ano pos-transplante (112,12 dias £79,57) observou-se
que 45% foram positivos. Quando observado os pacientes cujo as amostras foram
colhidas em até 3 anos, 5 anos e 7 anos, foi observada a positividade em 30,76% (20/65),
28,08% (25/89) e 25,89% (29/112) (Gréfico 2 A.).

Ao avaliar a positividade de CMV delimitando o tempo p6s-transplante nas
faixas de 0 a 180 dias, de 181 a 365 dias, de 1 ano a 3 anos, de 3 anos a 5 anos, de 5
anos a 7 anos e acima de 7 anos, observa-se que a positividade também foi decrescente;
observou-se positividade para o CMV em 46,66% (14/30), 8% (2/25), 20% (5/25),
17,39% (4/23) e 10,16% (6/59) respectivamente (Gréafico 2 B.).
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Grdfico 2: Relagdo de Positivos para CMV de acordo com o Tempo pds transplante

Em relagdo aos medicamentos imunossupressores utilizados pelos transplantados,
observamos que 113 pacientes usaram tacrolimo, 77 usaram sirolimo, 142 usaram
prednisona, 50 usaram micofenolato, 7 usaram azatioprina e 6 usaram everolimo. A maior
parte dos tratamentos refere-se a uma combinagdo desses imunossupressores (2 ou 3
diferentes imunossupressores) dentre os esquemas de tratamento utilizados foi observado
que o tratamento envolvendo o uso de prednisona + tacrolimo + micofenolato foi utilizado
em 51 pacientes, seguido de prednisona + tacrolimo + sirolimo (46 pacientes) e
prednisona + sirolimo + micofenolato (26 pacientes). Outros esquemas terapéuticos (com
2 ou 3 imunossupressores) foram utilizados em menos de 5 pacientes por grupo. Vinte e
seis pacientes ndo fizeram uso de imunossupressor (Grafico 3 A.). .

Diante desse cenario, grupos com maiores nimeros de individuos em tratamento
foram avaliados quanto a positividade de CMV. Quando avaliado toda a populacéo do
estudo, observamos que pacientes que se utilizaram do esquema de tratamento
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envolvendo prednisona + tacrolimo + micofenolato apresentaram 23,52% de positividade
para 0 CMV (12/51), seguido do esquema de tratamento envolvendo prednisona +
tacrolimo + sirolimo (19,56% - 9/46) e prednisona + sirolimo e micofenolato (3,84% -
1/26). Dos 26 pacientes que ndo utilizaram imunossupressor, 7 deles eram positivos para
CMV.

Quando as frequéncias desses grupos foram comparadas (teste exato de Fisher),
observamos diferenca estatistica entre o0 grupo de pacientes que utilizou prednisona +
sirolimo + micofenolato vs grupo que ndo utilizou imunossupressor (p=0,0496),
demonstrando que apesar da imunossupressdo, este esquema poderia ter um efeito
protetor contra a infecgdo pelo CMV. Ainda, quando observamos diferenca significativa
entre os grupos prednisona + tacrolimo + micofenolato vs prednisona + sirolimo +
micofenolato (p=0,0499) percebemos que o efeito protetor poderia estar relacionado ao
sirolimo, uma vez que o esquema envolvendo prednisona + tacrolimo + micofenolato ndo
mostrou diferenga para o grupo que ndo usou imunossupressor (p=0,7840). Por outro
lado, o tacrolimo também poderia estar favorecendo a infeccdo pelo CMV (Grafico 3 B.)

Diante dessa observacao, decidimos avaliar os pacientes de acordo com o uso de
cada um dos imunossupressores isoladamente. A analise estatistica ndo demonstrou
diferenca entre as frequéncias apresentadas, porém, observou-se que o0 grupo em que 0
sirolimo foi utilizado apresentou menor porcentagem de pacientes positivos para CMV
(14,29%) em relacdo ao grupo que ndo usou imunossupressor (26,92%) e em relacdo ao
grupo que utilizou o tacrolimo (23,89%). Importante ressaltar, que nenhum paciente que
se utilizou do everolimo apresentou positividade para o CMV (0/6). As maiores
porcentagens de positividade para o CMV foram observadas em pacientes que fizeram
uso de azatioprina (28,57%) e micofenolato (28,00%) (Gréafico 3 C.).
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Grdfico 3: A. Esquema de imunossupressor utilizado, B. Imunossupressor x positivos para citomegalovirus, C. Esquema
de imunossupressdo usados para os 34 pacientes positivos para CMV.

Considerando que a positividade para CMV é mais frequente nos primeiros meses
pos-transplante, decidimos avaliar a frequéncias de pacientes positivos de acordo com o
esquema de tratamento para aqueles pacientes que coletaram amostras dentro dos 180
primeiros dias pos transplante. Apesar do numero reduzido de amostras coletadas nesse
periodo, observamos que o esquema se utilizando prednisona + tacrolimo + sirolimo
apresentou a menor porcentagem de pacientes positivos (30%). Pacientes se utilizando de
prednisona + tacrolimo + micofenolato, ou prednisona + sirolimo + micofenolato ou sem
uso de imunossupressor apresentaram positividade de 50% para 0 CMV (Gréfico 4 A.).

Por fim, avaliamos a positividade para 0 CMV de acordo com o uso de cada tipo
de imunossupressor de forma isolada nos pacientes cuja amostras foram coletadas nos
180 primeiros dias (Grafico 4 B.). Pacientes que fizeram o uso de sirolimo apresentaram
a menor porcentagem de positividade para 0 CMV (30,76%). Pacientes com o uso de
tacrolimo apresentaram positividade para o CMV de 40,9% enquanto aqueles que se
utilizaram de prednisona e micofenolato apresentaram positividade para o CMV de
43,65% e 46,15% respectivamente. Pacientes sem 0 uso de imunossupressor
apresentaram positividade de CMV de 75%. N&o houve diferenca estatistica entre os
grupos.

75,00%

60
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Grdfico 4: A. Esquema de imunossupressdo x positivos para citomegalovirus de 0 a 180 dias pds transplante, B.
Imunossupressor x positivos para citomegalovirus de 0 a 180 dias pds transplante.

DISCUSSAO:

A infeccdo por CMV é comum ap0s o transplante renal, principalmente em até os
primeiros 100 dias. Os fatores que influenciam o desenvolvimento da infec¢do por CMV
incluem o status sorologico para CMV do receptor e do doador, 0 uso de agentes
depletores de linfocitos, nivel de imunossupressao e tipo de doador (vivo ou falecido).
(KDIGO, 2009). Um estudo com receptores de transplantes renais, comprovou que a
infeccdo e a doenga por citomegalovirus aumentam a o risco de rejeicdo aguda em cerca
de 1,6 a 2,5 vezes (Sagedal et al., 2002). Varios outros estudos ja publicados também
fazem a correlagdo de rejeicdo aguda com a infeccdo por CMV em receptores renais
(Blazquez-Navarro et al., 2018; Stern et al., 2014; Lee et al., 2014). Isso se da uma vez
que a maior parte dos pacientes tiveram seu primeiro contato com o virus durante a
infancia, e ap6s o transplante pode ocorrer reativacdo devido a imunossupressao
(Requido-Moura; Dematos; Pacheco-Silva, 2015).

Dentre os pacientes de nosso estudo, 30 pacientes foram avaliados dentro do
periodo de 180 dias. A infeccdo pelo CMV foi observada em 46,66% dos pacientes no
periodo avaliado. Em amostras colhidas em até 1 ano pds transplante a positividade foi
de 45%. Scheffel et al., (2015), descreve em seu estudo que a incidéncia e a severidade
dos eventos infecciosos s&0 maiores nos primeiros meses apos o transplante, periodo em
que a terapia imunossupressora também é mais intensa. Cerca de 80% dos receptores
renais apresentam alguma complicacdo infecciosa durante o primeiro ano de
acompanhamento. Um outro estudo realizado no norte do Ird demonstrou que a doenca
por CMV é considerada uma das principais causas de morbidade e mortalidade em
pacientes transplantados renais, e que a infeccdo geralmente ocorre nos primeiros trés
meses apos o transplante. Este estudo destaca que o cuidado e 0 acompanhamento desses
pacientes sdo cruciais nos primeiros 5 meses (Babazadeh, A. et al., 2017). Outro estudo,
também, confirmou que cerca de 60% dos receptores terdo a infeccdo por CMV e mais
que 20% irdo desenvolver a doenga sintomética. Devido ao avanco da imunossupressao
possivelmente havera uma variacdo tanto na ocorréncia quanto no padrao das infeccdes,
sendo que 55% dos pacientes deste estudo desenvolveram a doenca por CMV em < 3
meses pos-transplante (Cordero et al., 2012).

75,00%
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Ao se fazer o monitoramento do paciente por mais que 12 meses, Giakoustidis et
al. (2012) em seu estudo afirma que a incidéncia de doenca por CMV de inicio tardio foi
baixa ap0s o primeiro ano pés-transplante e néo foi letal. De fato, neste estudo observou-
se que ha uma queda da porcentagem de pacientes positivos quando amostras colhidas
em maiores periodos pos-transplante sdo incluidas nas analises. A porcentagem de
pacientes positivos para CMV cai para 20% quando todas as amostras coletadas sdo
incluidas (pacientes com amostras colhidas em até 14 anos pds transplante). Por outro
lado, essa queda também pode ser influenciada pelo tratamento antiviral ministrado em
pacientes que demonstram positividade para 0 CMV nos 6 primeiros meses pos-
transplante.

A terapia de imunossupressdo utilizada em transplantados tem como principal
objetivo evitar que ocorra a rejei¢do do 6rgdo transplantado, contribuindo com o aumento
da perspectiva de vida do paciente e da sobrevida do enxerto. Para que isso aconteca, €
necessario estabelecer o estado de imunossupressdo — tratamento utilizado no momento
do transplante —, manter o estado de imunossupressdo e tratar, caso ocorra, episodios de
rejeicdo aguda e/ou crénica (Sarmento et al., 2019)

De acordo com o protocolo clinico e diretrizes terapéuticas, para a
imunossupressdao de manutencdo em receptores de doadores vivos ou falecidos é
recomendado o esquema de imunossupressdo triplice com prednisona, azatioprina e
ciclosporina ou tacrolimo e alternativamente pode ser utilizado o esquema com
prednisona, micofenolato de mofetil e ciclosporina ou tacrolimo (Chocair et al., 2014).
Este Gltimo foi mais utilizado, representando 30% do ndmero de pacientes do estudo.

Apesar do protocolo terapéutico dar a opcao entre ciclosporina e tacrolimo,
nenhum dos transplantados do estudo fizeram o uso da ciclosporina. Ha relato de que o
tacrolimo tem forte ligacdo com infeccdo por poliomavirus (Manitpisitkul et al., 2010).
Neste sentido, um outro estudo demonstrou que as concentracdes de tacrolimo esta
diretamente associada a replicacdo viral do CMV (TEDESCO-SILVA et al., 2015). Dois
ensaios clinicos compararam o manejo de sirolimo + micofenolato + corticoide com o
manejo de tacrolimo + micofenolato + corticoide ap6s o transplante renal. No estudo de
LARSON et al.,, 2006, foi diagnosticado dez casos de infeccdo sistémica por
citomegalovirus no grupo que fez o uso de tacrolimo ao ser comparado com dois casos
no grupo sirolimo. No segundo estudo, apenas um receptor foi diagnosticado com
infeccdo por CMV no grupo que utilizou o sirolimo, ja no grupo que utilizou o tacrolimo
14 receptores foram diagnosticados com infec¢do por citomegalovirus (GLOTZ et al.,
2010). Esses estudos véo de encontro ao achado neste presente estudo, em que 0 grupo
que se utilizou do sirolimo apresentou menor porcentagem de pacientes positivos para
CMV (14,29%) em relacdo ao grupo que ndo usou imunossupressor (26,92%) e em
relagdo ao grupo que utilizou o tacrolimo (23,89%). Isso mostra que possivelmente o
tacrolimo também poderia estar favorecendo a infecgdo pelo CMV nesses pacientes.

Apenas 7 dos pacientes estudados fizeram o uso da azatioprina. O baixo uso deste
imunossupressor é devido a preferéncia pelo o micofenolato de mofetil, que mostra uma
forte poténcia imunossupressora com baixa incidéncia de rejeicdo aguda (Remuzzi et al.,
2004). O micofenolato, utilizado em grande parte dos individuos estudados, € uma droga
de primeira linha nos protocolos de imunossupressdo, mas percebe-se que esse
medicamento tem uma forte associacdo com o aumento na incidéncia de infeccdes virais,
e seu efeito € contraditério na infeccdo pelo citomegalovirus (San Juan et al., 2008;
Meulen et al., 2000).
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Os 6 pacientes que fizeram uso de everolimo ndo positivaram para CMV. De fato,
ha estudos que demonstram que o everolimo est& associado a menor incidéncia de doenca
por CMV ap6s transplante renal, quando comparado a micofenolato (BRENNAN et al.,
2011). Esses dados sugerem que receptores de transplante renal recebendo EVR podem
ndo precisar usar profilaxia contra CMV (BASTOS et al., 2021).

Através dos resultados obtidos neste estudo conclui-se que ndo ha diferenca
significativa em relacdo a prevaléncia de CMV entre homens e mulheres. Observou-se
também que a taxa de positividade do CMV vai diminuindo de acordo com o tempo pos-
transplante. Por fim, observou-se que os imunossupressores sirolimo e everolimo parece
ter um efeito protetor contra a infeccdo pelo citomegalovirus, enquanto o tacrolimo e o
micofenolato parece favorecer a infeccdo. Estudos com seguimento mais frequente dos
pacientes transplantados e com maior numero de individuos podem conformar nossos
achados e fornecer informacfes importantes para 0 melhor manejo desses pacientes,
evitando a perda do enxerto e favorecendo a sobrevida.
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