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RESUMO

A doenga renal cronica (DRC) caracteriza-se como uma condigédo clinica
progressiva e irreversivel que compromete definitivamente a fungdo e a
estrutura renal, incapacitando os rins de realizarem adequadamente a filtragao
sanguinea. Esta condi¢cdo frequentemente desencadeia comorbidades com
elevado potencial letal, principalmente de origem cardiovascular. Para
pacientes que evoluem para estagio terminal com faléncia renal, o transplante
representa a unica alternativa terapéutica definitiva. Os receptores de
transplante renal iniciam a terapia imunossupressora antes do procedimento
cirurgico. Apds o implante do enxerto, preconiza-se a terapia de indugdo com
agentes bioldgicos, especialmente durante os primeiros meses pos-
transplante, visando prevenir episoddios de rejeicdo aguda. Um desafio
significativo no acompanhamento clinico destes pacientes é o surgimento de
infeccbes oportunistas e reativagdes virais, consequéncia direta do estado de
imunossupressao terapéutica. Considerando a escasses de estudos voltados
para o estudo do viroma sanguineo de pacientes transplantados renais no
Brasil, este estudo propds investigar o perfil viral circulante nesta populagao
especifica. Foram avaliados, por metagendmica, o viroma no plasma de 100
receptores de transplante renal (58 homens e 42 mulheres) atendidos no
Hospital Universitario de Brasilia (Distrito Federal, Brasil). Apos validagao com
gPCR, os resultados demonstraram prevaléncias relativas de 18,8% para
Citomegalovirus (CMV), 20% para Pegvirus humano do tipo 1 (HPgV-1), a
frequéncia média estimada foi de 3,15%, para virus Epstein-Barr (EBV) e
3,8% para BK virus. Para os HPgV, a analise filogenética realizada
demonstrou a presencga dos gendtipos 1, 2 e 3. O gendtipo predominante foi
0 2 (78,9%), que se apresentou com dois subgendtipos distintos: 2A (5,3%),
e 2B (73,6%). Interessantemente, gendtipos do HPgV-1 relatados com menor
frequéncia no Brasil também foram identificados, para o gendtipo 1 (10,5%) e
para o genotipo 3 (10,5%).

PALAVRAS-CHAVE: transplante renal, metagenémica, EBV, CMV, HPgV-1.
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ABSTRACT

Chronic kidney disease (CKD) is characterized as a progressive and
irreversible clinical condition that definitively compromises renal function and
structure, rendering the kidneys unable to adequately perform blood filtration.
This condition frequently triggers comorbidities with high lethal potential,
mainly of cardiovascular origin. For patients who progress to end-stage renal
failure, transplantation represents the only definitive therapeutic alternative.
Renal transplant recipients begin immunosuppressive therapy before the
surgical procedure. After graft implantation, induction therapy with biological
agents is recommended, especially during the first months post-transplant,
aiming to prevent episodes of acute rejection. A significant challenge in the
clinical follow-up of these patients is the emergence of opportunistic infections
and viral reactivations, a direct consequence of the therapeutic
immunosuppression state. Considering the number of studies focused on
investigating the blood virome of renal transplant patients in Brazil, this study
proposed to investigate the circulating viral profile in this specific population. A
total of 100 renal transplant recipients (58 men and 42 women) treated at the
University Hospital of Brasilia (Federal District, Brazil) were randomly selected
for analysis of their viromes. The results demonstrated relative prevalences of
18,8% for Cytomegalovirus (CMV), 20% for HPgV-1, with an estimated
average frequency of 3,15% for Epstein-Barr virus (EBV) and 3,8% for BKV.
For HPgV-1, the phylogenetic analysis performed demonstrated the presence
of genotypes 1, 2, and 3. The predominant genotype was 2 (78.9%), which
presented with two distinct subgenotypes: 2A (5.3%), and 2B (73.6%).
Interestingly, HPgV-1 genotypes reported less frequently in Brazil were also
identified, for genotype 1 (10.5%) and for genotype 3 (10.5%).

KEYWORDS: kidney transplantation, metagenomics, EBV, CMV, HPgV-1.
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1. INTRODUGAO

1.1 Doencga renal crénica

A doencga renal crénica (DRC) caracteriza-se como uma condigao
patolégica progressiva e irreversivel que compromete definitivamente a
funcdo e a estrutura renal, incapacitando os rins de realizarem
adequadamente a filtracdo plasmatica, além de potencialmente desencadear
comorbidades com elevado potencial letal, predominantemente de origem
cardiovascular.! Esta caracteristica elevou a DRC ao status de uma das
principais causas de mortalidade nos ultimos anos. Dados epidemiologicos
estimam que aproximadamente 843,6 milhdes de individuos sejam
acometidos pela DRC em escala global, representando mais de 10% da
populacdo mundial.?

A fisiopatologia da DRC promove um conjunto de manifestacdes
clinicas e laboratoriais, incluindo anemia, maior vulnerabilidade a processos
infecciosos, disturbios hidroeletroliticos (com destaque para as alteragdes nos
niveis séricos de fosforo, calcio e potassio), hiporexia e perda ponderal, além
de impactar negativamente e de forma significativa a qualidade de vida dos
pacientes acometidos.?

Caracteristicamente, a DRC apresenta-se como uma patologia de
evolugdo silenciosa, manifestando sintomatologia evidente apenas em seus
estagios mais avangados. O diagndstico fundamenta-se na avaliagao clinica
integrada a parametros laboratoriais, com énfase na determinagao sérica de
creatinina, cistatina C, albumina, ureia, potassio € na mensuragao da taxa de
depuragéo da creatinina.’3

De acordo com os critérios estabelecidos pela organizagao
internacional Kidney Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO), a DRC
pode ser estratificada em quatro estagios distintos de comprometimento
funcional renal, conforme a taxa de filtragdo glomerular (TABELA 1), ou
alternativamente em trés categorias quando se considera a relagdo entre

albumina urinaria e niveis de creatinina (TABELA 2).4
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TABELA 1 | Categorias de taxa de filtragao glomerula

rna DRC

Categoria TFG | TFG (ml/min/1.73 m2) Termos
G1 290 Normal ou Alta
G2 60-89 Fracamente diminuida*®
G3a 45-59 Fracamente ou moderadamente diminuida
G3b 30-44 Moderada a severamente diminuida
G4 15-29 Severamente diminuida
G5 <15 Faléncia renal

*Relativa aos niveis de um adulto jovem com comprovada auséncia de les&o renal.
Referéncia: KDIGO 2012 Clinical practice guideline for the evaluation and management of

CKD. Kidney Int Suppl. 2024;105(45):5117-S314

TABELA 2 | Categorias de albumindria na DRC

Razao albumina/creatinina (RAC) (equivalente aproximado)
Categoria Taxa de excregéo de (mg/mmol) | (mg/qg) Termos
albumina (mg/24 hours)

A1 <30 <3 <30 Normal a fracamente
aumentada

A2 30-300 3-30 30-300 Moderadamente
aumentada

A3 >300 >30 >300 Severamente aumentada

Referéncia: KDIGO 2012 Clinical practice guideline for the evaluation and management of

CKD. Kidney Int Suppl. 2024;105(45):5117-S314

Conforme a classificagao do paciente nessas categorias, o KDIGO

desenvolveu um preditor prognéstico para DRC

(TABELA 3).2

TABELA 3 | Prognoéstico para o desenvolvimento de DRC conforme a TFG e a

classificagao de albuminduria

Categorias de albuminuria persistente
A1l A2 A3
Normal a Moderadame | Severamente
fracamente nte aumentada
aumentada aumentada
<30 mg/g 30-300 mg/g
Cate | G1 Normal ou alta 290 Risco
gori moderado
as G2 Fracamente 60-89 Risco
de diminuida mod’erado
TFG | G3a | Fracamente ou | 45-59 Risco
(ml/ moderadamente
min/ diminuida
1.73 | G3b Moderada a 30-44
m?2) severamente
diminuida
G4 Severamente | 15-29
diminuida
G5 Faléncia renal <15

Tabela adaptada de KDIGO. KDIGO 2012 Clinical practice guideline for the evaluation and
management of CKD. Kidney Int Suppl. 2024;105(45):S117-S314
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Esta estratificagdo tabular constitui um instrumento preditivo valioso
para estimar o risco de progressado da disfuncéo renal, embora a avaliagao
clinica integral da DRC requer a consideracdo de multiplos fatores de risco
que influenciam sua evolucido. Destacam-se como elementos determinantes:
i) comorbidades cronicas pré-existentes, particularmente diabetes mellitus e
afeccbes cardiovasculares; ii) infecgdes virais crénicas como HIV, HTLV,
Hepatite B e C, cujos impactos na funcao renal sdo bem documentados; iii)
patologias do trato urinario, incluindo infecgdes recorrentes e nefrolitiase; iv)
doencgas autoimunes como lupus eritematoso sistémico; v) caracteristicas
intrinsecas do paciente como obesidade, componentes étnico-raciais, sexo,
idade e habitos deletérios como tabagismo; e vi) histérico familiar de
nefropatias crénicas.*®

O estadiamento preciso da DRC possui relevancia clinica fundamental,
considerando que as intervengdes terapéuticas implementadas objetivam
primordialmente retardar a progressdo da doenga. Consequentemente, a
identificacdo de individuos assintomaticos, maijoritariamente nos estagios
iniciais da doenca, assume importdncia critica. A evolugao
caracteristicamente lenta da DRC permite o ajuste farmacologico e
comportamental adequado e, em casos de insuficiéncia renal avancgada,
viabiliza o planejamento apropriado para o transplante renal.*5

O manejo clinico dos pacientes com DRC focaliza-se no tratamento das
complicacbes secundarias a disfungcdo renal. Elementos fundamentais
incluem o monitoramento nutricional rigoroso, o controle glicémico adequado
e a manutencao de niveis pressoéricos dentro dos parametros de normalidade.
Para pacientes diabéticos, o arsenal terapéutico frequentemente inclui
estatinas, agentes antiplaquetarios, inibidores da enzima conversora de
angiotensina ou bloqueadores dos receptores de angiotensina |l.
Adicionalmente, a otimizagdo da competéncia imunoldgica para prevencao de
infeccbes oportunistas (particularmente virais), a implementacdo de
hemodialise em pacientes com dano renal grave e prognéstico desfavoravel,

e 0 preparo sistematico para o transplante renal em casos de faléncia
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funcional irreversivel constituem abordagens padrdo no acompanhamento

destes pacientes.*®

1.2 Transplante renal

Com a progresséo da doencga renal crénica para estagios terminais, o
transplante renal torna-se a alternativa terapéutica definitiva. A historia desta
modalidade terapéutica remonta a 1939, quando o cirurgido ucraniano Yurii
Voronyi realizou o primeiro transplante renal documentado na literatura
meédica. Neste procedimento pioneiro, o enxerto foi proveniente de doador
falecido, e o receptor evoluiu para 6bito alguns dias apds a intervencao
cirurgica.®

Um marco significativo ocorreu em 1952, quando Jean Hamburger
executou o primeiro transplante renal intervivos, no qual o enxerto materno foi
implantado em um adolescente de 16 anos. Posteriormente, em 1954, Joseph
Murray realizou o primeiro transplante renal com sobrevida prolongada, entre
gémeos monozigoticos idénticos, com preservacao funcional do enxerto por
oito anos. A era moderna da transplantagéo renal foi inaugurada em 1962,
com os primeiros transplantes renais homélogos bem-sucedidos utilizando
imunoterapia especifica para prevenir eventos de rejeigdo aguda.®”’

Apesar dos avancos cientificos e técnicos significativos, o manejo
clinico de receptores de transplante renal permanece um desafio médico
complexo. A evolugdo das técnicas cirurgicas e dos protocolos de
imunossupressao proporcionou aumento expressivo na sobrevida dos
pacientes transplantados. Paradoxalmente, observa-se ampliacdo do
contingente de pacientes elegiveis para o procedimento, contrastando com a
reducao na disponibilidade de érgaos para doagao. Adicionalmente, o manejo
pré-transplante adequado, a otimizagdo dos regimes imunossupressores € 0
controle de complicagdes infecciosas nesta populacdo especifica
representam desafios contemporaneos. 67

Sob perspectiva técnica, os transplantes renais podem ser

categorizados em dois grupos principais conforme a origem do 6rgéo doado:
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i) transplantes realizados com enxertos provenientes de doadores falecidos e
ii) transplantes com 6rgaos de doadores vivos. O procedimento com doador
vivo € predominantemente realizado entre individuos geneticamente
relacionados, embora também possa ser implementado entre individuos sem
parentesco bioldgico.®?

As doagdes provenientes de doadores falecidos subdividem-se em:
doadores com morte encefalica (DME) e doadores com morte circulatéria
(DMC). Os transplantes realizados com enxertos de DME apresentam
vantagem significativa pela manutencgéo da perfusdo sanguinea no érgéo até
o momento da captacdo, garantindo viabilidade tecidual superior e maior
janela temporal para programagao do procedimento. Nestas circunstancias,
frequentemente doador e receptor sdo submetidos a procedimentos cirurgicos
em salas operatérias adjacentes, proporcionando resultados clinicos
comparaveis aqueles obtidos com doadores vivos. 0 11

Em contraposicao, o transplante com enxertos provenientes de DMC
exige execugao célere apos a constatagcado do 6bito do doador. Esta condigao
reduz a flexibilidade na programagao cirurgica, e adicionalmente, o 6rgao
captado necessita submissdo imediata a solugdes de preservagao e
anticoagulantes. Tais particularidades podem elevar o risco de
intercorréncias, comprometendo potencialmente a qualidade do procedimento
e a viabilidade do enxerto.'® " Em ambas as modalidades, a captacdo de
orgaos deve observar rigorosos parametros éticos, diversas implicagcoes
culturais, éticas e morais podem constituir obstaculos a sua implementagao
em determinados contextos socioculturais.'® 11 12

A realizagdo do transplante renal requer um rigoroso protocolo de
preparagao e acompanhamento, visando assegurar que o receptor apresente
condigbes clinicas satisfatérias para suportar o procedimento cirurgico e o
subsequente regime imunossupressor.°

Durante a avaliacao pré-transplante, € imperativo descartar condicées
que constituam contraindicacdes absolutas ao procedimento. Entre estas,
destacam-se: neoplasias malignas ativas, processos infecciosos néao

controlados como infecgdo pelo HIV em estagio avangado, transtornos
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psiquiatricos graves refratarios ao tratamento, uso compulsivo de substancias
psicoativas e demais comorbidades em estagio terminal.8® Determinados
fatores clinicos demandam analise individualizada para determinar a
viabilidade do transplante, incluindo obesidade morbida, tabagismo
persistente, doenca arterial coronariana sintomatica, hepatopatia crénica
avancgada, senilidade e outras condigdes especificas.??

Pacientes que apresentam taxa de filtragao glomerular igual ou inferior
a 20mL/min/1,73m? sao formalmente elegiveis para inclusdo em lista de
espera para transplante. Entretanto, a inscricdo pode ser antecipada mediante
avaliacdo médica criteriosa, mesmo antes que a fungéo renal atinja esse limiar
critico. O tempo médio de permanéncia em lista de espera por 6rgao
compativel oscila entre 5 e 6 anos, com variagdes determinadas por fatores
como localizagéo geografica e grupo sanguineo do receptor.8?

Na técnica cirurgica padrdo, o enxerto renal € implantado na fossa
iliaca, na regiao inferior do abdome, preservando-se os rins nativos do
receptor, exceto em situagdes clinicas especificas que exijam nefrectomia
bilateral. Multiplos fatores influenciam a sobrevida do enxerto e do paciente
transplantado. Receptores de enxertos provenientes de doadores vivos
geralmente apresentam expectativa de sobrevida superior em comparagao
aqueles que recebem orgaos de doadores falecidos. Pacientes que séao
submetidos ao transplante preemptivo, sem terapia dialitica prévia,
frequentemente exibem evolucdo mais favoravel. A compatibilidade no
sistema ABO e de histocompatibilidade do sistema HLA representam
preditores significativos de prognostico favoravel, embora protocolos
contemporaneos de dessensibilizacdo e imunossupressao especifica
viabilizem transplantes bem-sucedidos mesmo na presenca de
incompatibilidades nesses sistemas.? 9 13.14.15

A vigilancia clinica e laboratorial continua, associada a adesao rigorosa
ao regime imunossupressor, constitui elemento fundamental para a
preservagao funcional do enxerto a longo prazo e para a minimizagdo de
complicagbes potenciais, particularmente eventos infecciosos oportunistas e

neoplasias secundarias.
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1.3. Desafios apoés o transplante

1.3.1. Terapia imunossupressora

O acompanhamento pos-transplante renal demanda uma abordagem
multidisciplinar centrada na educagao e conscientizacdo do paciente sobre
sua nova condicao clinica, capacitando-o a identificar alteragdes relevantes
em seu estado de saude e promovendo a adaptagdo adequada de seus
habitos e rotina. O seguimento clinico sistematico constitui elemento
fundamental para otimizacdo do regime farmacoldgico, monitoramento
funcional do enxerto e manutengdo do estado geral satisfatério do receptor.®
16

Os receptores de transplante renal iniciam o protocolo de
imunossupressao previamente ao procedimento cirurgico. Apés o implante do
enxerto, preconiza-se a adogao da terapia de indugdo com agentes bioldgicos,
particularmente durante o periodo critico inicial (primeiros meses pos-
transplante), visando minimizar o risco de rejeigcdo aguda.® '® O tacrolimus,
um inibidor de calcineurina, representa o imunossupressor de primeira
escolha na maioria dos protocolos contemporaneos, frequentemente
associado a outros agentes farmacologicos conforme particularidades clinicas
individuais. 0] monitoramento farmacocinético periddico dos
imunossupressores € mandatorio, com ajustes posologicos orientados por
parametros clinico-laboratoriais, especialmente na vigéncia de altera¢des na
fungdo do enxerto.? 6

A avaliacao funcional do enxerto renal deve ser realizada em intervalos
regulares, mediante determinagao de marcadores laboratoriais especificos. A
quantificacdo da proteinuria, dosagem de creatinina sérica e urinaria, calculo
da taxa de filtragdo glomerular estimada, avaliagdo do volume urinario e
realizacao de ultrassonografia do enxerto na presenca de sinais sugestivos de
disfungdo constituem ferramentas diagnosticas essenciais. Em casos

selecionados com suspeita de rejeicdo ou disfuncdo de etiologia
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indeterminada, a biopsia do enxerto representa o padrao-ouro diagndstico.®
16

Este conjunto de medidas possibilita a detecgcdo precoce de
complicacbes e orienta intervengdes terapéuticas oportunas, visando a
preservacdo funcional do enxerto e a otimizagdo dos desfechos clinicos.
Adicionalmente, a vigilancia sistematica para identificagdo de processos
infecciosos oportunistas, particularmente reativagcbes virais em contexto de
imunossupressao, representa componente fundamental do protocolo de
acompanhamento, considerando o risco aumentado de morbidade e
mortalidade associado a estas complicagdes.®'®

A implementagdo coordenada destes elementos de cuidado
fundamenta o manejo adequado do paciente transplantado renal, permitindo
intervengdes apropriadas diante de respostas subdtimas do enxerto e
orientando condutas terapéuticas que visam reverter ou retardar desfechos

desfavoraveis.9 16

1.3.2. Doencgas infecciosas

Um dos maiores desafios no manejo pds-transplante renal é o equilibrio
delicado entre imunossupressao adequada para preservagao do enxerto e o
risco aumentado de infecgcdes oportunistas e reativacdes virais. Embora a
resposta satisfatoria a terapia imunossupressora constitua objetivo primordial
para manutencao funcional do aloenxerto, este mesmo regime terapéutico
induz estado de imunodepressao que predispde o receptor a processos
infecciosos potencialmente graves e de dificil manejo.% 17

As infecgbes podem afetar multiplos sistemas organicos, com maior
predilecdo pelo tecido mucocutaneo, trato urinario e sistema respiratério. A
etiologia infecciosa nesta populacado apresenta distribuicdo caracteristica,
com predominio de agentes bacterianos (46%) e virais (41%)."” O tratamento
das infecgbes bacterianas segue, em principio, os mesmos algoritmos

utilizados na populagdo imunocompetente, embora requeira consideracdes
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farmacologicas adicionais relacionadas a vias de metabolizagdo, excreg¢ao e
potenciais interagdes medicamentosas com o regime imunossupressor. 6. 17

As infecgbes e reativagdes virais representam desafio particularmente
complexo neste contexto clinico. O espectro de manejo € heterogéneo: para
determinados agentes virais existem op¢des terapéuticas eficazes (como na
hepatite C), para outros ha possibilidade de profilaxia farmacoldgica
(citomegalovirus), enquanto em alguns casos (como na infeccédo pelo virus
BK) as alternativas terapéuticas disponiveis sao limitadas, com risco
significativo de evolugao para disfungdo e perda do enxerto.% 16,1718

A peculiaridade das manifestacdes clinicas das infeccbes virais em
receptores de transplante merece destaque. Agentes que tipicamente causam
manifestacdes autolimitadas em hospedeiros imunocompetentes podem, no
contexto de imunossupressdo, desencadear quadros graves como
pneumonia intersticial, encefalite, infeccdo disseminada por varicela-zoster,
lesbes mucocutaneas extensas por herpes simplex e, em casos extremos,
disfuncdo do enxerto e desfechos fatais decorrentes de complicacoes
sistémicas.”: 19,20

O periodo inicial de seis meses pods-transplante representa a fase de
maior vulnerabilidade para infecgdes oportunistas, coincidindo com o regime
imunossupressor mais intenso e o periodo de ajuste posoldgico. Apds esta
fase critica, os pacientes podem ser estratificados em trés grupos distintos
conforme seu perfil de risco infeccioso.!”

O primeiro grupo compreende pacientes com fungao estavel do
enxerto, regime imunossupressor otimizado e risco infeccioso
aproximadamente equivalente ao da populagéo geral, embora a preservagao
funcional do enxerto continue dependente de monitoramento multidisciplinar
rigoroso.'”

O segundo grupo inclui pacientes com infeccdo viral cronica
estabelecida. Nesta categoria, observa-se progressao temporal para lesdes
organicas especificas (ndo envolvendo necessariamente o enxerto),

exemplificadas por cirrose hepatica em portadores cronicos de hepatite B e C.
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O manejo imunossupressor frequentemente requer intensificacdo para
manutengao funcional adequada do enxerto.'”

O terceiro grupo engloba pacientes com fungéo renal comprometida,
necessitando imunossupressido intensificada e apresentando elevada
susceptibilidade a episodios recorrentes, agudos e crbnicos, de infec¢des
oportunistas e reativagdes virais."”

Neste contexto, a vigilancia virologica sistematica, associada a
protocolos especificos de profilaxia e intervencao precoce, constitui elemento
fundamental na estratégia de preservagdo do enxerto e reducdo da

morbimortalidade associada a complicacdes infecciosas nesta populacao.

1.4. Os virus e o transplante renal

1.4.1. Citomegalovirus

Durante o periodo critico dos primeiros seis meses pos-transplante
renal, quando a imunossupressao se encontra em seu apice e os pacientes
apresentam maior  vulnerabilidade a infecgdes oportunistas,
aproximadamente dois tercos dos episodios febris sao atribuiveis a reativacéao
ou infecgéo primaria pelo citomegalovirus (CMV).% 17

O CMV, taxonomicamente classificado como betaherpesvirus humano
5 (ordem Herpesvirales, género Cytomegalovirus), apresenta estrutura viral
complexa. Seu envelope viral é constituido por um complexo proteico
pentamérico e uma glicoproteina principal, com morfologia variando entre
esférica e pleomorfica. O capsideo viral € composto por 162 capsémeros
circundados por tegumento amorfo, com dimensdes da particula viral
oscilando entre 150-200nm (Figura 1). Seu material genético consiste em
DNA de fita dupla com aproximadamente 200kB. A replicagao viral ocorre no
nucleo celular, podendo apresentar padrao litico ou estabelecer laténcia (com

replicagéo circular epissomal em tandem).?!- 22
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Figura 1 | Diagrama do CMV
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Referéncia: Shore, J. (2020, April 10). The bumpy road to a cytomegalovirus vaccine. The
Native Antigen Company. Retrieved November 11, 2022, from
https://thenativeantigencompany.com/the-bumpy-road-to-a-cytomegalovirus-vaccine/?2

O tropismo celular do CMV é mediado primariamente por sua interagcao
com receptores de sulfato de heparana, o que teoricamente permite a infecgao
de qualquer célula de tecido conjuntivo ou componente do sistema
hematopoiético. Embora o virus demonstre tropismo preferencial por células
epiteliais, fibroblastos e células musculares lisas durante a infecgao ativa, no
estado de laténcia apresenta predilecao por células do tecido mieloide.?’

A estratégia profilatica para prevencao da infecgdo por CMV em
receptores de transplante renal baseia-se fundamentalmente na
administragao de valganciclovir, sendo indicada quando ha sorologia positiva
para CMV no doador e/ou receptor.® 16 17 Conforme as diretrizes
internacionais atuais, incluindo as recomendac¢des da American Society of
Transplantation Infectious Diseases e o Third International Consensus, 0s
pacientes sao estratificados por risco, com duracao da profilaxia geralmente
estendida para seis meses em casos de alto risco (receptor CMV-
negativo/doador CMV-positivo).> 7 & 24 Estudos recentes tém avaliado
estratégias alternativas, incluindo o uso de letermovir para profilaxia em
receptores de alto risco, demonstrando nao-inferioridade em relagdo ao

valganciclovir com perfil favoravel de resisténcia viral.* °
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A manifestacdo clinica da infeccdo por CMV em pacientes
transplantados renais frequentemente inicia-se com sindrome febril,
acompanhada de mialgia, artralgia, leucopenia e diarreia. Na auséncia de
intervengao terapéutica oportuna, a infeccdo pode evoluir para quadros
graves como hepatite, pancreatite e pneumonia, condi¢des associadas a

taxas de mortalidade préximas a 15% nesta populagéo especifica.® 7

1.4.2. Virus Varicela-Zoster

O virus da Varicela-zoster (VZV), taxonomicamente classificado como
herpesvirus humano 3 (ordem Herpesvirales, género Varicellovirus),
apresenta estrutura viral comparavel ao CMV. Seu capsideo icosaédrico é
constituido por 162 capsdmeros, envolvido por tegumento amorfo bifasico
(composto por porgdes interna e externa) e delimitado externamente por
envelope lipoproteico. A morfologia viral varia entre esférica e pleomorfica,
com particulas virais medindo entre 150-200nm?3 (Figura 2). O material
genético viral consiste em DNA de fita dupla linear com aproximadamente
125kB. Similar a outros herpesvirus, sua replicacdo ocorre no compartimento
nuclear, podendo estabelecer ciclo litico produtivo ou estado de laténcia

viral.23

Figura 2 | Diagrama do virus Varicela-zoster
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Referéncia: SIB Swiss Institute of Bioinformatics. Varicellovirus. SIB Swiss Institute of
Bioinformatics. Retrieved November 19, 2022, from

https://viralzone.expasy.org/179?outline=all_by species?3
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O tropismo celular do VZV é direcionado primariamente a células
epiteliais da mucosa durante a infecgdo primaria, enquanto no estado de
laténcia demonstra predilecado por neurdnios sensoriais. A interagao virus-
célula é mediada por receptores de manose-6-fosfato independentes de
cations, determinando seu padrdo caracteristico de disseminagao e
estabelecimento de laténcia em ganglios sensoriais.?3

A infeccao por VZV manifesta-se clinicamente em duas apresentacdes
distintas. A varicela (catapora) representa a infeccdo primaria,
predominantemente observada na populacao pediatrica. Apds resolucao da
infeccdo primaria, o virus estabelece laténcia em ganglios nervosos
sensoriais, com potencial de reativacdo posterior como herpes zoster,
caracterizado por erupgao vesicular dolorosa com distribuicdo dermatomeérica,
tipicamente unilateral. Em hospedeiros imunocompetentes, as manifestacdes
clinicas do herpes zoster sdo geralmente autolimitadas, com resolugdo em
aproximadamente quatro semanas. Entretanto, propor¢ao significativa de
pacientes pode desenvolver neuralgia pds-herpética, caracterizada por dor
neuropatica persistente, frequentemente refrataria a terapia antiviral
convencional com aciclovir.?4 2°

Em receptores de transplante renal submetidos a terapia
imunossupressora, a reativacdo do VZV representa complicagao
potencialmente devastadora. Diferentemente do padrao localizado observado
em hospedeiros imunocompetentes, estes pacientes apresentam risco
significativamente aumentado de desenvolver infeccdo disseminada, com
envolvimento cutdneo generalizado e potencial acometimento oftalmico,
condicdo que pode resultar em comprometimento visual irreversivel incluindo
cegueira.?4 25 26

Particularmente preocupante nesta populacao especifica é o potencial
de disseminagao visceral do VZV, manifestando-se como pneumonite
intersticial, pancreatite aguda, hepatite viral, manifestacdes neuroldgicas
centrais (encefalite, meningite, vasculopatia) e coagulagao intravascular

disseminada. Este espectro de complicagdes sistémicas esta associado a
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taxas significativas de morbimortalidade, representando emergéncia médica
que requer intervencgao terapéutica imediata.?* 25

O diagndstico precoce, fundamentado em alta suspeicéo clinica e
confirmacédo laboratorial por métodos moleculares, associado a
implementacgéo imediata de terapia antiviral intravenosa em doses otimizadas
e ajuste temporario do regime imunossupressor, constitui a base do manejo
clinico das infeccbes por VZV em receptores de transplante renal.
Adicionalmente, estratégias preventivas, incluindo vacinagao pré-transplante
(quando viavel) e quimioprofilaxia pds-exposicdo em casos selecionados,
representam componentes essenciais na abordagem integral destes

pacientes.

1.4.3. Virus BK

O virus BK (BKV), taxonomicamente classificado na familia
Polyomaviridae, género Alphapolyomavirus, representa um desafio
significativo no manejo de pacientes transplantados renais. Estruturalmente,
caracteriza-se por genoma de DNA de fita dupla circular, com
aproximadamente 5,2kB, codificando entre cinco e nove proteinas distribuidas

em regides gendmicas funcionalmente distintas.?” (Figura 3)
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Figura 3 | Esquema do DNA de um poliomavirus humano
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Referéncia: SIB Swiss Institute of Bioinformatics. Polyomaviridae. SIB Swiss Institute of

Bioinformatics. Retrieved November 20, 2022, from

https://viralzone.expasy.org/148?outline=all_by species?’

Morfologicamente, o BKV apresenta-se como particula viral nao
envelopada com capsideo icosaédrico, medindo aproximadamente 50nm de
diametro. Seu tropismo celular primario direciona-se ao epitélio do trato
respiratorio durante a infeccdo primaria, com capacidade de estabelecer
laténcia persistente em células do parénquima renal. A interacao virus-célula
€ mediada por receptores de acido sialico alpha 2,3 e receptores SV-40,
determinando seu padrao caracteristico de disseminacao e estabelecimento
de laténcia, com replicagdo predominantemente nuclear.?’

A infeccdo primaria pelo BKV ocorre tipicamente durante a primeira
infancia, manifestando-se clinicamente como quadro febril leve associado a
sintomas respiratérios inespecificos. Estudos  soroepidemiolégicos
demonstram prevaléncia significativamente variavel na populagao geral (40-
100%, dependendo da coorte populacional estudada), indicando exposigao
universal ao virus em determinadas regides geograficas.® 2 29

Em receptores de transplante renal submetidos a regimes
imunossupressores, a reativagdo viral representa  complicacao
potencialmente grave. Dados epidemioldgicos indicam viremia detectavel em
aproximadamente 18% destes pacientes, dos quais menos de 10%

desenvolvem manifestagdes clinicas associadas a replicagao viral ativa. O
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espectro de complicacdes relacionadas ao BKV nesta populagao especifica
inclui estenose uretral, cistite hemorragica e, particularmente preocupante,
nefropatia associada ao poliomavirus BK (BKVN), condicdo que pode
culminar em disfuncgéo irreversivel e perda do enxerto renal.% 28 29

A vigilancia laboratorial sistematica para detecgdo precoce da
reativagdo viral constitui componente fundamental no protocolo de
acompanhamento pos-transplante. As diretrizes atuais recomendam
monitoramento por reagdo em cadeia da polimerase (PCR) em amostras de
urina por periodo minimo de cinco anos apds o transplante, com intervalos
trimestrais durante os dois primeiros anos (periodo de maior risco) e avaliagao
anual subsequente. Em pacientes com suspeita clinica ou laboratorial de
nefropatia associada ao BKV, a deteccdo de antigenos virais ou inclusdes
intranucleares caracteristicas em espécimes de biopsia renal representa
marcador patognoménico de comprometimento do enxerto, frequentemente
associado a padrdo histopatoldgico similar a rejeicdo aguda.® 28 2°

O manejo clinico da nefropatia por BKV fundamenta-se primariamente
na redugdo criteriosa do regime imunossupressor, estratégia que permite
restauracao parcial da resposta imune celular especifica contra o virus.
Adicionalmente, diversos agentes terapéuticos tém sido avaliados, incluindo
cidofovir (em doses baixas), leflunomida, inibidores de mTOR e
imunoglobulina intravenosa, embora evidéncias de eficacia consistente

permanegam limitadas.® 2829

1.4.4. Pegvirus humano

O pegivirus humano do tipo 1 (HPgV-1), anteriormente designado como
virus GB-C e virus da Hepatite G, pertence taxonomicamente a familia
Flaviviridae, género Pegivirus. Estruturalmente, caracteriza-se como virus de
RNA de fita simples com polaridade positiva, cujo genoma apresenta
aproximadamente 10kB, codificando uma poliproteina que origina nove

proteinas virais distintas por processamento pdés-traducional (Figura 4). O
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tropismo celular do HPgV-1 direciona-se predominantemente a células

esplénicas e componentes mononucleares do sangue periférico.3°

Figure 4 | Poliproteina genéomica do Pegvirus
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Referéncia: SIB Swiss Institute of Bioinformatics (2014). Pegivirus. SIB Swiss Institute of
Bioinformatics. Retrieved November 21, 2022, from https://viralzone.expasy.org/486030

A identificagdo inicial do HPgV-1 ocorreu em contexto clinico de
hepatite aguda de etiologia indeterminada, o que |he garantiu a nomenclatura
de virus da hepatite G. Entretanto, investigacbes subsequentes né&o
conseguiram estabelecer correlacado entre a infeccao viral e hepatotropismo
ou hepatopatia, fundamentando a revisdo de sua nomenclatura e classificacao
taxondmica, com abandono da designagao "virus da Hepatite G".3'- 32 Dados
epidemioldgicos estimam que o material genético viral possa ser detectado
em aproximadamente 750 milhdes de individuos globalmente, sem evidéncias
consistentes de patogenicidade em humanos. Prevaléncia significativamente
elevada é observada em populagdes especificas, incluindo receptores de
multiplas transfusdes, individuos com exposi¢cao parenteral recorrente,
portadores de hepatite C, pacientes infectados pelo HIV e receptores de
transplantes de 6rgdos.33 34

Estudos cientificos recentes tém correlacionado de forma intrigante a
presenga do HPgV-1 e evolugdo clinica favoravel em diversas condigdes
patolégicas, incluindo hepatite B, infec¢ao pelo virus Ebola e, particularmente,
infecgdo pelo HIV.35 36 37 Estudos clinicos demonstraram que a viremia
persistente por HPgV-1 associa-se a multiplos desfechos benéficos em

pacientes HIV-positivos, incluindo: redugao da carga viral do HIV, resposta
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otimizada a terapia antirretroviral, diminuigdo nas taxas de transmissao
vertical e redugdo significativa na mortalidade global.6: 3 Os mecanismos
moleculares e imunoldgicos subjacentes a estes efeitos protetores
permanecem nao elucidados, embora representem perspectiva promissora
para desenvolvimento de novas abordagens experimentais.

Considerando o possivel potencial imunomodulador do HPgV-1
demonstrado em outras condigdes clinicas, investigacdes preliminares tém
sido conduzidas em populacbes de pacientes transplantados (incluindo
receptores de transplante renal), populacdo submetida a regimes
imunossupressores especificos para manutencao funcional do enxerto. Até o
momento, os estudos disponiveis ndo demonstraram impacto clinico
consistente, positivo ou negativo, da infeccado por HPgV-1 neste contexto
especifico, caracterizando area de investigacdo ainda insuficientemente
explorada pela comunidade cientifica.3 40

O HPgV-1 representa modelo viral peculiar de coexisténcia nao
patogénica e potencialmente benéfica com o hospedeiro humano, com
implicacdes significativas para compreensao das interagdes virus-hospedeiro
e desenvolvimento de estratégias imunomoduladoras inovadoras. Estudos
adicionais sdo necessarios para caracterizacdo precisa do impacto da
infeccao por HPgV-1 em receptores de transplante renal, considerando
particularmente os efeitos potenciais na modulagdo da resposta imune e sua

interagdo com O regime imunoOSsuUpPressor.

1.5 O diagnéstico das infecgdes virais

1.5.1. As bases do diagnéstico

O diagndstico e monitoramento de infecgdes virais em receptores de
transplante renal requer abordagem por métodos diversos, integrando
modalidades diagnosticas complementares. O arsenal diagndstico
convencional inclui isolamento viral em cultura celular, métodos soroldgicos

para deteccéo de anticorpos especificos e técnicas de biologia molecular para
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identificacdo direta de acidos nucleicos virais. Esta abordagem integrada
possibilita a determinacao etiolégica precisa de manifestagdes clinicas em
pacientes transplantados, permitindo intervencao terapéutica precoce em
cenarios especificos e, em determinados contextos, antecipagdo de
potenciais desfechos clinicos desfavoraveis, viabilizando estratégias

preventivas ou preparatorias.® 16 17

1.5.2. Tecnologia de sequenciamento de nova geragao

O desenvolvimento exponencial das metodologias de diagndstico
molecular nas Uultimas décadas revolucionou o campo da virologia
experimental e clinica, possibilitando analises com rapidez, precisdo e
capacidade de processamento sem precedentes.

O sequenciamento de nova geracao (Next-Generation Sequencing -
NGS) representa paradigma diagndstico inovador com capacidade de
geracao massiva de dados. A tecnologia de sequenciamento de DNA foi
inicialmente desenvolvida em 1977 por Frederick Sanger, fundamentando
transformacdo radical na compreensdo cientifica da genética e,
contemporaneamente, viabilizando abordagens diagndésticas laboratoriais
personalizadas.*’

Embora cronologicamente anterior a reacédo em cadeia da polimerase,
0 sequenciamento permaneceu tecnologia de acesso restrito até
recentemente, limitado por custos proibitivos, complexidade técnica e
demandas temporais extensas para analise de segmentos gendmicos
relativamente pequenos.*? Para contextualizagdo histérica, o Projeto Genoma
Humano demandou treze anos para sua conclusdo em 2003, com
investimento aproximado de US$ 2,7 bilhdes, em esforco colaborativo
multinacional. Em contraste paradigmatico, estimativas de 2015 indicavam
que projeto equivalente poderia ser executado em periodo de um ano,
utilizando plataforma unica de sequenciamento, com custo aproximado de
US$ 1.500.43
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A evolugdo tecnolégica no campo do sequenciamento contemplou
multiplas inovagdes metodoldgicas, incluindo automacdo do método de
Sanger, desenvolvimento da degradagdo quimica (Maxam-Gilbert),
pirosequenciamento e, finalmente, as plataformas de sequenciamento de
nova geragdo.* A redugdo dramatica nos custos operacionais proporcionada
pelo NGS viabilizou sua incorporagdo na medicina personalizada,
particularmente nos campos da genética médica e oncologia.*® 46

No ambito da pesquisa biomédica, esta revolugcdo tecnoldgica
possibilitou abordagens metodoldgicas inovadoras e aquisigdo de dados com
qualidade e celeridade sem precedentes, expandindo significativamente o
conhecimento cientifico em biologia evolutiva, microbiologia, virologia e,
particularmente relevante para o presente estudo, metagenémica viral.42 43, 44

A aplicagao das tecnologias de sequenciamento de nova geragao no
rastreio viroldgico, especialmente em populagdes imunocomprometidas como
receptores de transplante renal, representa fronteira diagndéstica promissora,
permitindo identificacdo de patdgenos virais ndo contemplados em painéis
diagnosticos convencionais, caracterizagdo de variantes virais com
implicacbes terapéuticas e melhor compreensdo da dindmica do viroma

humano em estados de imunossupressao.4’

1.5.3. O sequenciamento de nova geracao e a pesquisa no

campo da metagenémica

A metagendémica representa um campo cientifico emergente dedicado
a analise genbmica abrangente de comunidades microbianas complexas
presentes em diversos nichos ecoldgicos. Esta abordagem metodoldgica
transcende as limitagbes dos métodos diagndsticos convencionais
dependentes de cultivo ou deteccao dirigida, permitindo caracterizagao
taxondmica e funcional integral de ecossistemas microbianos. Diversas
matrizes biologicas e ambientais tém sido submetidas a anadlise
metagendémica, gerando dados fundamentais para intervengcbes ambientais,

aplicagbes clinicas e investigacbes epidemioldgicas. Esta area do
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conhecimento tem experimentado expansdo exponencial nas ultimas
décadas, fornecendo contribui¢des significativas para multiplos campos
cientificos, incluindo ecologia microbiana, microbiologia clinica, epidemiologia
molecular, virologia e genémica funcional.4%46. 48, 49, 50

Paralelamente aos estudos metagenémicos focalizados em
comunidades bacterianas, a caracterizacao de populagdes virais em diversos
materiais bioldgicos tem emergido como area de investigagao particularmente
promissora. Ao conjunto de genomas virais identificados em determinado
nicho ecoldgico atribui-se a designacéo de viroma. O protocolo metodolégico
para analise do viroma compreende etapas cruciais de processamento pré-
analitico, incluindo técnicas especificas de enriquecimento e concentragao do
material genético viral presente na amostra, seguidas pelo processo de
sequenciamento de nova geragao propriamente dito.>’

A implementacao das tecnologias de sequenciamento de nova geragao
(Next-Generation Sequencing - NGS) viabilizou avangos significativos na
vigilancia viroldégica ambiental, permitindo monitoramento da circulagao de
determinados virus em populacdes especificas através da analise de matrizes
ambientais, como a agua e esgoto. Adicionalmente, estas metodologias tém
ampliado substancialmente o conhecimento sobre a composigao, diversidade
e dindmica do viroma humano em diferentes populagdes estudadas
globalmente.52 %3

No contexto do transplante renal, a analise metagenémica do viroma
sanguineo representa abordagem diagndstica inovadora, potencialmente
capaz de identificar agentes virais ndao contemplados nos protocolos
diagndsticos convencionais, caracterizar variantes virais com implicagdes
clinicas relevantes e proporcionar compreensao mais abrangente das
interagdes entre o viroma e o estado de imunossupressao caracteristico desta
populagao especifica.

A aplicagao clinica da metagenédmica viral em receptores de transplante
renal oferece perspectiva para identificagdo precoce de agentes
potencialmente patogénicos, caracterizagao de coinfecgdes virais complexas
e desenvolvimento de abordagens terapéuticas personalizadas
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fundamentadas no viroma individual. Adicionalmente, estudos longitudinais do
viroma nesta populacdo especifica podem elucidar aspectos cruciais da
patogénese viral em estados de imunossupressao e identificar biomarcadores

virologicos preditivos de desfechos clinicos relevantes.

1.5.4. O viroma humano

Estudos contemporaneos estimam que o corpo humano abriga
aproximadamente 103 particulas virais, constituindo composicédo viral de
extraordinaria complexidade. O viroma humano caracteriza-se por notavel
diversidade taxonémica, compreendendo virus que infectam procariéticos
(bacteriofagos) e infectam eucariéticos. Estes ultimos possuem capacidade
de infectar células humanas, potencialmente desencadeando manifestagdes
patolégicas, embora significativa propor¢géo possa persistir no organismo por
periodos prolongados sem induzir alteragdes clinicas detectaveis.
Paralelamente, os virus que infectam procariéticos tém sido extensivamente
investigados considerando seu potencial impacto na modulagdo da microbiota
humana e, consequentemente, na homeostase fisiolégica e estado de saude
do hospedeiro.5* %5

A composicdo do viroma humano apresenta heterogeneidade
significativa conforme a localizacdo anatdbmica considerada, refletindo a
diversidade de nichos ecoldgicos presentes no organismo. Adicionalmente, o
perfil virolégico individual caracteriza-se por singularidade notavel, sendo
influenciado por multiplos determinantes extrinsecos e intrinsecos. Apesar do
crescente volume de publicagdes cientificas neste campo, o conhecimento
atual sobre o viroma humano permanece fragmentado, demandando
investigacdes adicionais. Determinadas populacdes especificas tém sido
preferencialmente estudadas, incluindo pacientes com doencas do trato
gastrointestinal, condi¢des autoimunes, infeccdo pelo HIV e receptores de
transplante de células-tronco hematopoiéticas.%*

Entre os fatores extrinsecos que influenciam a composi¢ao do viroma

humano, destaca-se o padrao alimentar. Evidéncias cientificas indicam que
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individuos submetidos a regimes dietéticos similares apresentam perfis
virolégicos comparaveis, contrastando com aqueles expostos a padrdes
alimentares distintos. Particularmente relevante, a amamentacdo demonstra
impacto significativo no viroma infantil, conferindo maior resisténcia a
gastroenterites virais em lactentes alimentados com leite materno
comparativamente aqueles privados desta pratica.%6: 57

A contribuicdo do componente genético na determinagdo do viroma
permanece tema controverso. Determinados estudos sugerem influéncia
genética significativa na composicdo virologica, fundamentados na
observagdo de perfis virais substancialmente semelhantes em gémeos
monozigoéticos, contrastando com a heterogeneidade observada em gémeos
dizigoticos. Entretanto, interpretacdes alternativas propdem que as variagdes
observadas em estudos com componente genético estariam primariamente
relacionadas a fatores ambientais compartilhados, minimizando a contribuigao
genotipica.®® 59,60

A distribuicdo geografica constitui determinante adicional da
diversidade do viroma humano, considerando padrbes regionais especificos
de circulagdo viral, com consequente reflexo no perfil virolégico das
populagdes locais.5" 62

No contexto da inter-relagao entre viroma e estados patologicos, duas
hipbteses principais emergem: alteragdes primarias no viroma potencialmente
induzindo condigbes patoldgicas versus estados moérbidos desencadeando
modificagdes secundarias no perfil viroldgico.%* 55 Ressalta-se que a evidéncia
cientifica atual é insuficiente para estabelecer relagdo causal definitiva entre
alteracdes do viroma e desenvolvimento de doencgas especificas. Entretanto,
observagbes consistentes documentam perfis virolégicos distintivos em
determinadas condi¢gbes patolégicas quando comparadas a individuos
saudaveis. Exemplificando, pacientes com doencas inflamatdrias intestinais
apresentam caracteristicamente redugédo na abundancia de bacteriéfagos da
familia Microviridae e expansao de virus da ordem Caudovirales, contrastando

com o padrao observado em individuos higidos.®3
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Especificamente para receptores de transplante renal, a literatura
cientifica disponivel sobre metagendmica sanguinea e, particularmente,
caracterizagdo do viroma, é notavelmente escassa.®4 65 A ampliagdo do
conhecimento sobre o perfil virolégico desta populagdo especifica apresenta
potencial significativo para aprimoramento do acompanhamento clinico e
otimizacao de desfechos terapéuticos.

A caracterizagao abrangente do viroma em receptores de transplante
renal poderia proporcionar identificagdo precoce de agentes Vvirais
potencialmente patogénicos, elucidacéo de interagdes virais complexas em
contexto de imunossupressdo farmacolégica, desenvolvimento de
biomarcadores viroldgicos preditivos de complicagdes especificas e,
ultimamente, fundamentagcdo de abordagens terapéuticas personalizadas

com impacto significativo na sobrevida do enxerto e do paciente.
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2. JUSTIFICATIVA

As infeccgdes e reativagdes virais representam desafio critico no manejo
clinico de pacientes submetidos a transplante renal, constituindo causa
significativa de morbidade, disfuncdo do enxerto e mortalidade nesta
populacado especifica. Aproximadamente 34% dos receptores de transplante
renal desenvolvem complicagbes virais clinicamente significativas, com
potencial impacto devastador na sobrevida do enxerto e do paciente.® 1718
Neste contexto, a implementacdo de tecnologias diagndsticas de alta
resolugdo, como o sequenciamento de nova geracdo (NGS) aplicado a
metagendmica viral, emerge como estratégia promissora para abordagem
personalizada e compreensiva desta problematica clinica.* 42

A metodologia diagnostica convencional para investigagdo de
infecgdes virais em pacientes transplantados apresenta limitacbes
fundamentais que comprometem sua eficacia clinica.® 16 17

A vigilancia metagendmica do viroma sanguineo em receptores de
transplante renal oferece perspectivas adicionais além do diagndstico
especifico de infecgdes clinicamente manifestas.®” Esta abordagem possibilita
caracterizagdo longitudinal da dindmica viral em contexto de
imunossupressao farmacolégica, potencialmente identificando biomarcadores
virolégicos preditivos de complicacdes especificas antes de sua manifestagao
clinica. Este monitoramento preditivo poderia fundamentar intervencdes
terapéuticas populacionais, prevenindo o desenvolvimento de complicagdes
graves em determinado grupo de pacientes. Adicionalmente, a caracterizagao
do perfil virolégico individual poderia orientar a personalizagao do regime
imunossupressor, minimizando riscos de reativacdo viral especifica sem
comprometer a prevengao da rejeigao do enxerto.

A aplicagdo da metagenbmica viral em transplantados renais
representa, em esséncia, materializagdo do conceito de medicina
personalizada e de precisdo, viabilizando abordagem diagndstica e
terapéutica fundamentada em caracteristicas individuais especificas, sem

deixar de lado o contexto populacional.®”-88 Assim como o sequenciamento do
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genoma humano revolucionou multiplos campos da medicina, a
caracterizagao do viroma individual promete transformar nossa compreenséao
das interagdes patdgeno-hospedeiro em estados de imunossupressao,

estabelecendo novo paradigma no cuidado de pacientes transplantados.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos Gerais

e Empregar a ferramenta de sequenciamento de nova geragao para
identificacdo de agentes virais presentes em amostras de pacientes
submetidos ao transplante renal

e Caracterizar o viroma sanguineo de pacientes submetidos ao

transplante renal através da metagendémica viral.

3.2. Objetivos especificos

e Determinar as prevaléncias relativas de virus clinicamente relevantes
em transplantados renais, com énfase em Citomegalovirus (CMV),
Pegivirus Humano do tipo 1 (HPgV-1), virus Epstein-Barr (EBV), virus
Varicela-Zoster (VZV) e Poliomavirus BK (BKV);

e Estabelecer correlagbes entre o perfil do viroma sanguineo e
caracteristicas clinico-demograficas dos pacientes, incluindo idade,

sexo, tempo pds-transplante;

e Realizar analise filogenética dos HPgV-1, para caracterizagao de

gendtipos circulantes;
e |Levantar dados do viroma sanguineo de transplantados renais no HUB,

contribuindo para o conhecimento epidemiolégico viral nesta

populagao especifica;
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4. METODOS

4.1. Pacientes e coleta de amostras

Entre junho de 2018 e agosto de 2021, um total de 100 receptores de
transplante renal (58 homens e 42 mulheres) em acompanhamento
ambulatorial no Hospital Universitario de Brasilia (HUB), Distrito Federal,
Brasil, foram selecionados para participagao no presente estudo. As amostras
bioldgicas foram coletadas entre junho de 2018 e agosto de 2021, durante as
consultas programadas dos pacientes para exames laboratoriais de rotina. De
cada participante, foi coletado 5 mL de sangue total em tubos vacutainers
estéreis contendo EDTA como anticoagulante (Vacuette, Greiner Bio-One,
Americana, Sao Paulo, Brasil). Para a obtengéo do plasma, as amostras foram
submetidas a centrifugacéo a baixa velocidade (1931xg por 10 minutos). Apos
a separacgao, o plasma foi imediatamente aliquotado e armazenado a -80°C
até o momento das analises laboratoriais.

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ceilandia, Universidade de Brasilia, Distrito Federal, Brasil
CEP-FCE/UnB, onde tramitou sob o processo n.° CAAE
83811718.8.0000.8093. Todos os pacientes foram devidamente informados
sobre os objetivos e procedimentos do estudo e assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) previamente a inclusdo na

pesquisa, conforme preconizado pela resolugao CNS 466/2012.

4.2. Preparagao de amostras e sequenciamento lllumina

Para a eliminacdo do DNA hospedeiro e bacteriano livre, aliquotas de
400uL de plasma de cada paciente foram submetidas ao tratamento
enzimatico com o kit Turbo DNAse (Turbo DNA-free, ThermoFisher Scientific,
Séao Paulo, Brasil) a 37°C por 30 minutos. Apos a etapa de inativagéo das

DNAses, procedeu-se a formacao de pools de amostras, onde cinco amostras
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de diferentes pacientes foram combinadas, totalizando 20 pools para as 100
amostras coletadas.

O volume total de cada pool foi processado para extracdo de acidos
nucleicos utilizando o kit High Pure Viral Nucleic Acid Large Volume (Roche,
S&o Paulo, Brasil), com modificagbes especificas no protocolo padrdo. As
modificag¢des incluiram a utilizagdo do transportador GenElute™ Linear (LPA)
(Merck, Sao Paulo, Brasil) para otimizagdo da concentragdo dos acidos
nucleicos virais e 0 uso de isopropanol para a etapa de precipitagcao. Os acidos
nucleicos virais extraidos foram eluidos em 50uL de agua livre de nucleases,
previamente aquecida a 70°C.

O material genético obtido foi submetido a transcricdo reversa
empregando-se o sistema Superscript Ill First-Strand Synthesis System
(ThermoFisher Scientific, S&o Paulo, Brasil), seguindo rigorosamente as
especificacbes do fabricante. Posteriormente, realizou-se a amplificagado do
cDNA sintetizado com o QuantiTect Whole Transcriptome Kit (QIAGEN, Sao
Paulo, Brasil).

Para o sequenciamento de nova geragao, as bibliotecas genémicas
foram preparadas utilizando-se o kit lllumina DNA Prep (lllumina, San Diego,
CA, EUA) com o IDT para indices lllumina DNA/RNA UD, conforme instrugoes
do fabricante. O sequenciamento foi executado na plataforma lllumina
NovaSeq 6000, empregando-se o kit de reagentes NovaSeq 6000 S1 (300
ciclos) (lllumina, San Diego, CA, EUA), seguindo estritamente o protocolo

estabelecido pelo fabricante.

4.3. Analise de bioinformatica

A analise metagendmica viral foi executada seguindo um pipeline de
bioinformatica previamente estabelecido e validado.®® Inicialmente, a
avaliagdo da qualidade das sequéncias brutas foi realizada utilizando-se o
FastQC versao 0.11.8
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc). Para a selegao

de sequéncias com parametros de qualidade adequados, foram aplicados
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filtros sequenciais com o] Trimmomatic versao 0.3.9
(http://www.usadellab.org/cms/?page=trimmomatic) e Cutadapt versao 2.4.10
(https://cutadapt.readthedocs.io/). Um refinamento adicional foi implementado
através do software AfterQC v.0.9.7.11
(https://github.com/OpenGene/AfterQC), visando otimizar a qualidade global
das sequéncias para as analises subsequentes. A classificagdo taxonémica
do viroma foi determinada empregando-se o Kraken2 versao 2.0.8
(https://ccb.jhu.edu/software/kraken2). Esta ferramenta também foi utilizada
para identificacdo e remocdo das leituras correspondentes ao genoma
humano e de outros organismos n&o-virais (bactérias e/ou parasitas), as quais
foram excluidas das etapas analiticas posteriores. Para a geragao de contigs
virais, procedeu-se a montagem de novo utilizando-se o SPAdes versao
3.13.0 (http://cab.spbu.ru/software/spades). A classificagdo taxonémica final,
baseada na identidade proteica, foi realizada por uma abordagem sequencial
de alinhamento, iniciando com Blastn seguido de Blastx, utilizando o software
Diamond versao 0.9.29 (https://github.com/bbuchfink/diamond).

4.4. Confirmacgao dos resultados

Para confirmagdo dos resultados obtidos pela abordagem
metagendmica viral, os pools foram testados para os virus Varicella-zoster
(VZV), Citomegalovirus humano (HCMV), virus Epstein-Barr (EBV) e Pegvirus
humano do tipo 1 (HPgV-1). Estes pools foram abertos e submetidos a
confirmagéo diagndstica mediante ensaios de PCR em tempo real com
primers e sondas especificas para cada agente viral. Adicionalmente, todas
as amostras foram testadas para a presenga do Herpesvirus humano 6 (HHV-
6), utilizado como controle negativo do procedimento analitico, uma vez que
nenhum dos pools analisados pela demonstrou a presenca deste virus nos

receptores de transplante renal.
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4.4.1. Extracao do RNA viral de HPgV-1 e detecgao por RT-
qPCR

Os acidos nucleicos virais foram extraidos de forma automatizada
utilizando-se o kit EXTRACTA FAST-DNA and RNA Viral no equipamento
EXTRACTA 32 (Loccus, Brasil), seguindo rigorosamente as instrucdes
preconizadas pelo fabricante. A detec¢cao do RNA do Pegivirus humano tipo
1 (HPgV-1) foi realizada por meio de RT-qPCR, empregando-se o sistema
GoTag® 1-Step RT-gPCR System (Promega, Madison, Wisconsin, EUA),
conforme protocolo estabelecido pelo fabricante. O programa de ciclagem
térmica foi constituido por uma etapa inicial de transcrigao reversa (RT) a 40°C
durante 40 minutos; seguida por inativagao da transcriptase reversa e inicio
da desnaturagao (1 ciclo) a 95°C por 2 minutos; e subsequente amplificagao
durante 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. Foram
utilizados os seguintes oligonucleotideos iniciadores e sonda, direcionados a
regido 5-UTR do genoma viral: RTG1 5-GTGGTGGATGGGTGATGACA-3’
(forward), RTG2 5’-GACCCACCTATAGTGGCTACCA-3’ (reverse) e NFQ 5'-
FAM-CCGGGATTTACGACCTACC-3’ (sonda de hidrdlise).”®

4.4.2. Amplificagao da regidao 5’-UTR do HPgV-1 por RT-PCR
Nested

Apos a confirmagao das amostras positivas para HPgV-1, procedeu-se
a amplificacao da regidao 5’-UTR do genoma viral para posterior genotipagem.
Inicialmente, a transcri¢cao reversa (RT) foi realizada utilizando-se a enzima
High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems, Waltham,
Massachusetts, EUA), conforme as recomendag¢des do fabricante,
empregando-se o] oligonucleotideo iniciador GUTR.RO1 (5-
AATGCCACCCGCCCTCA-3’). O protocolo de PCR-Nested foi adaptado de
estudos previamente publicados.”! 72 Em sintese, ambas as rodadas da PCR-
Nested foram conduzidas em um volume final de 50 uL contendo: 5 pL de
cDNA (o produto da primeira reagao foi utilizado como molde para a segunda
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rodada), tampao de PCR 1x, MgCl, 1,5 mM, 400 nM de cada oligonucleotideo
iniciador, 200 yM de dNTPs e 1,25 U/reacdo de DNA polimerase Taq
recombinante (Thermo Fisher Scientific, Sdo Paulo, Brasil). Para a primeira
reacdo, foram utilizados os oligonucleotideos iniciadores GUTR.F01, 5'-
GGTTGGTAGGTCGTAAATCCCG-3'  (forward) e  GUTR.R01, 5'-
ATGCCACCCGCCCTCA-3' (reverse). Para a segunda reagdo, foram
empregados 0s  oligonucleotideos iniciadores GUTR.F02, 5'-
GTAGGTCGTAAATCCCGGTCA-3’ (forward) e GUTR.R02, 5'-
CGAAGGATTCTTGGGCTACC-3' (reverse). As reacdoes de PCR-Nested
foram realizadas em termociclador Veriti 96-Well Thermal Cycler (Applied
Biosystems, Waltham, Massachusetts, EUA). Para ambas as rodadas de
PCR-Nested, utilizou-se o seguinte protocolo térmico: desnaturacao inicial a
95°C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos (40 ciclos para a segunda reagao)
de desnaturagdo a 95°C por 30 segundos, anelamento a 55°C por 30
segundos e extensao a 72°C por 1 minuto, com extenséo final a 72°C por 10
minutos. Os produtos da PCR-Nested (fragmento de 379 nucleotideos) foram
detectados por eletroforese em gel de agarose a 2,0%, corado com brometo
de etidio e visualizados sob iluminagao ultravioleta (UV) utilizando-se o

sistema de fotodocumentacgao L-PIX TOUCH (Loccus, Sao Paulo, Brasil).

4.4.3. Andlise filogenética do HPgV-1

O sequenciamento da regido 5-UTR foi realizado em sequenciador
automatico ABI 3500 XL, utilizando-se o kit BigDye™ Terminator v3.1 Cycle
Sequencing (Thermo Fisher Scientific, Sdo Paulo, Brasil), com o seguinte
protocolo térmico: desnaturagao inicial a 95°C por 1 minuto, seguida de 25
ciclos de desnaturagao a 96°C por 10 segundos, anelamento a 50°C por 5
segundos e extensao a 60°C por 4 minutos.

Os eletroferogramas obtidos foram inicialmente analisados através do
programa BioEdit (lbis Therapeutics, Carlsbad, Califérnia, EUA). Para
obtencdo das sequéncias de referéncia do HPgV-1, foram recuperados 71

genomas completos disponiveis no banco de dados GenBank, utilizando-se
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os termos de busca “GBV-C”, “hepatitis G”, “Human pegivirus-1” e “complete
genome”. O alinhamento multiplo das sequéncias foi realizado com o
programa MAFFT’® e posteriormente refinado manualmente através do
software Aliview’*. As reconstrugdes filogenéticas foram geradas pelo método
de maxima verossimilhancga utilizando-se o programa IQ-TREE”® com suporte
estatistico de bootstrap de 1.000 réplicas. O modelo evolutivo de substituicdo
nucleotidica mais adequado foi determinado através do algoritmo ModelFinder
Plus (MFP). A visualizacao e edicdo grafica das arvores filogenéticas foram

executadas utilizando-se o programa FigTree.”®

4.4.4. Confirmagao de BKV por qPCR

Os pools positivos para sequéncias de Poliomavirus BK (BKV) e
Citomegalovirus humano (CMV) foram submetidos a técnica de PCR
quantitativa (QPCR). A detecc¢ao do BKYV foi realizada utilizando-se o kit BKV
ELITe MGB® (ELITechGroup S.p.A., Corso Svizzera 185, 10149 Torino,
Italia), seguindo as instru¢gbes do fabricante. Em resumo, a gqPCR foi
executada no equipamento 7500 Fast Dx Real-Time PCR Instrument. As
reagcdes foram conduzidas em volume final de 40 uL, contendo 20 uL de
mistura de reagcao BKV Q-PCR Mix e 20 yL de acidos nucleicos extraidos.
Todos os controles positivos e negativos necessarios foram devidamente
aplicados. Foi utilizado o seguinte protocolo térmico: incubacgéo inicial a 50°C
por 2 minutos, desnaturagao a 94°C por 2 minutos, seguida de 45 ciclos de
94°C por 10 segundos, 60°C por 30 segundos e 72°C por 20 segundos. Uma
etapa adicional de dissociagao foi realizada a 95°C por 15 segundos, 40°C

por 1 minuto e 80°C por 15 segundos.

4.4.5. Confirmagao de CMV por qPCR

A detecgao do DNA do CMV foi realizada utilizando-se o ensaio Abbott

RealTime CMV para uso investigacional (ensaio RT) na plataforma Abbott
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m2000 (Abbott Molecular Inc., Des Plaines, IL, EUA), conforme as

recomendacgdes do fabricante.

4.4.6. Confirmacgao de EBV e HHV-6 por qPCR

Para a deteccado de EBV e HHV-6, foi utilizado o kit GoTag® 1-Step
RT-gPCR System (Promega, Madison, Wisconsin, EUA) conforme os

protocolos publicados por Fellner e Gautheret-Dejean respectivamente.’s 74

4.4.7. PCR em tempo real para deteccao de VZV

Para a detecgao de VZV foi utilizado o kit Allplex Meningitis-V1 Assay
(Seegene™, Songpa-gu, Seoul, Coréia do Sul) conforme as orientagbes do

fabricante.

4.4.8. Analise estatistica

A ferramenta online http://www.winepi.net foi utilizada para calcular a
prevaléncia de DNA/RNA de HPgV-1, EBV, CMV e BKV encontrada no
presente estudo, bem como para estimar a prevaléncia verdadeira
considerando-se o numero total de transplantes renais realizados no Hospital
Universitario de Brasilia até agosto de 2021 (352 receptores de transplante
renal). Para esta analise, foram considerados valores de sensibilidade e
especificidade de 100% para os testes diagndsticos empregados na detecgao
do DNA viral. O teste t de Student foi aplicado para comparar as médias de
idade entre os grupos estudados (homens versus mulheres e positivos versus
negativos para DNA de CMV ou BKYV), enquanto o teste exato de Fisher foi
utilizado para comparar a prevaléncia de infecgdes por HPgV-1, EBV, CMV e

BKYV entre estes grupos.
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5. RESULTADOS

5.1. Caracterizagcao da populagao estudada

O presente estudo analisou amostras de 100 receptores de transplante
renal, dos quais 58 (58,0%) eram do sexo masculino e 42 (42,0%) do sexo
feminino. A idade média dos participantes foi de 49,6 + 13,2 anos,
observando-se uma media de idade de 51,3 £ 12,5 anos para os homens e

47,2 + 14,1 anos para as mulheres (Tabela 4).

Tabela 4. Distribui¢cao por sexo e idade média dos participantes do estudo.

Sexo n (%) Idade média * desvio padrao (anos)
Masculino 58 (58,0%) 51,3+12,5
Feminino 42 (42,0%) 47,2 + 14,1
Total 100 (100,0%) 49,6 £ 13,2

Em relagcdo a autodeclaracdo de raca/cor, predominaram individuos
pardos (84,0%), seguidos por brancos (13,0%), pretos (1,0%) e 2,0% dos

participantes nao declararam sua raga/cor (Tabela 5).

Tabela 5. Distribuigcao dos participantes segundo raga/cor autodeclarada e sexo.

Racgal/cor autodeclarada Masculino n (%) Feminino n (%) Total n (%)
Parda 50 (86,2%) 34 (81,0%) 84 (84,0%)
Preta 0 (0,0%) 1(2,4%) 1(1,0%)
Branca 7 (12,1%) 6 (14,3%) 13 (13,0%)
Nao declarada 2 (3,4%) 0 (0,0%) 2 (2,0%)
Total 58 (100,0%) 42 (100,0%) 100 (100,0%)

Quanto ao tempo decorrido desde o transplante renal até o momento
da coleta das amostras, observou-se que a maioria dos participantes (28,0%)

se encontrava no periodo entre 7 e 9 anos pés-transplante, seguidos pelos
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que estavam entre 1 e 3 anos (26,0%) e entre 4 e 6 anos (23,0%) apds o

procedimento (Tabela 6).

Tabela 6. Distribuigdo dos participantes segundo o tempo pés-transplante no momento da

coleta da amostra.

Tempo pés-transplante

Masculino n (%)

Feminino n (%)

Total n (%)

Nao informado

2 (3,4%)

1(2,4%)

3 (3,0%)

<1 ano

7 (12,1%)

8 (19,0%)

15 (15,0%)

Entre 1 e 3 anos

15 (25,9%)

11 (26,2%)

26 (26,0%)

Entre 4 e 6 anos

12 (20,7%)

11 (26,2%)

23 (23,0%)

Entre 7 e 9 anos

17 (29,3%)

11 (26,2%)

28 (28,0%)

210 anos

3(5,2%)

2 (4,8%)

5 (5,0%)

Total

58 (100,0%)

42 (100,0%)

100 (100,0%)

5.2. Metagenomica viral

O sequenciamento foi bem-sucedido em todos os 20 pools amostrais,

adotando-se como balizador para detecgao viral o limiar minimo de 5 reads

por agente. A Figura 5, ilustra o perfil metagenémico obtido em um dos pools

analisados.
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Figura 5. Andlise do sequenciamento de nova geragao (metagendémica viral)

Pool 2
09 Viruses
. Alphatorquevirus . Torque teno midi virus 10 . Torque teno virus 16
. Betapolyomavirus . Torque teno midi virus 11 . Torque teno virus 17
. Betatorquevirus . Torque teno midi virus 12 . Torque teno virus 18
o . Cytomegalovirus+ a . Torque teno midi virus 13 . Torque teno virus 19
‘ . Flawivirus . Torque teno midi virus 2 - Torque teno virus 2
. Gammatorquevirus . Torque teno midi virus 4 . Torque teno virus 22
® . GBviusC b . Torque teno midi virus 5 . Torque teno virus 24
E - Human gammaherpesvirus 4 - Torque teno midi virus 7 . Torque teno virus 27
g P . Human herpesvirus 4 type 2 < c . Torque teno midi virus 9 . Torque teno virus 29
‘g.‘ ) . Human polyomavirus 1 _ d . Torque teno mini virus 5 . Torque teno virus 3
= . Human polyomavirus 2 - Torque teno virus . Torque teno virus 4
. JC polyomavirus . Torque teno virus 1 . Torque teno virus 5
- Molluscipoxvirus - Torque teno virus 10 . Torque teno virus 6
25 . Molluscum contagiosum virus . Torque teno virus 11 . Torque teno virus 7
. Molluscum contagiosum virus subtype 1 . Torque teno virus 12 . Torque teno virus 8
. Pegivirus . Torque teno virus 13 . Zika virus
. Pegivirus C . Torque teno virus 14
. Torque teno midi virus 1 . Torque teno virus 15

0.0~

Legenda: figura representativa (pool 2). Observa-se nas setas indicativas a presenga de CMV
(a), HPgV-1 (b), EBV (c) e do virus da familia Polyomaviridae (BKV confirmado) (d).

Para validagao dos resultados obtidos pela abordagem metagendmica,
foi implementada a detecgdo molecular por PCR quantitativa (qPCR)
direcionada a agentes virais de relevancia clinica identificados no
sequenciamento, incluindo Citomegalovirus humano (CMV), virus Epstein-
Barr (EBV), virus Varicella-zoster (VZV) e Pegivirus humano do tipo 1 (HPgV-
1). Adicionalmente, o Herpesvirus humano 6 (HHV-6) foi utilizado como
controle negativo do procedimento, considerando sua auséncia nos
resultados metagendmicos preliminares. Além disso, o virus Torque Teno
(TTV) foi amplamente identificado em grande parte dos pools, conforme o
esperado. Ao longo dos ultimos anos, estes virus tém sido indicados como
potenciais indicadores de competéncia para imunidade celular. Tendo em
vista que pacientes transplantados renais estdo submetidos a rigoroso regime
de imunomodulagao, especialmente com inibidores da ativagao e proliferagéo
de linfocitos T, € de se esperar que o virus tenha maior capacidade de
replicagcao nesta populacio.

Vale aqui ressaltar que o presente estudo utilizou amostras

provenientes de uma soroteca previamente estabelecida, caracterizando-se,
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portanto, como um estudo transversal que se utilizou de amostras de
oportunidade. Diferentemente de investigagbes com delineamento
prospectivo, nas quais € possivel estabelecer um sistema padronizado de
coleta que assegure volume amostral adequado para todos os experimentos
previstos, a utilizagdo de material biolégico previamente armazenado impés
limitacbes técnicas importantes.

Uma restrigdo significativa foi o volume insuficiente de algumas
amostras para a realizacdo da totalidade dos testes laboratoriais propostos
(gPCR), o que resultou em variabilidade no numero amostral utilizado para
cada analise especifica. Esta limitacdo determinou a necessidade de uma
abordagem analitica compartimentada, em que cada agente viral investigado
foi avaliado separadamente, considerando o conjunto amostral disponivel
para sua deteccdo. Consequentemente, os resultados referentes a cada
patogeno viral serdo apresentados de forma individualizada, com variagdes
no denominador amostral conforme a disponibilidade de material bioldgico

viavel para cada analise especifica.

5.3. Prevaléncia e caracterizagao genotipica do Pegivirus
humano tipo 1

Dos 20 pools da metagendmica, 19 foram analisados por qPCR, 15
apresentaram positividade para RNA do Pegivirus humano tipo 1 (HPgV-1).
Subsequentemente, as amostras individuais provenientes destes pools (95
amostras) foram testadas separadamente por RT-qPCR para detecgdo do
RNA viral. A frequéncia estimada de HPgV-1 na populagdo estudada foi de
20,0% (n=19/95), com idade média dos individuos positivos de 41,6 + 12,9
anos. Observou-se maior prevaléncia em receptores de transplante renal do
sexo feminino (29,3%; n=12/41; idade média 41,2 + 12,9 anos) comparados
aos do sexo masculino (13,0%; n=7/54; idade média 42,3 + 7,6 anos). A
analise estatistica demonstrou que a prevaléncia verdadeira estimada variou

entre 13,1% e 26,9%, considerando-se o numero total de receptores de
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transplante renal atendidos no Hospital Universitario de Brasilia até agosto de

2021 (352 pacientes transplantados) (Tabela 1).

Tabela 7. Populagao estudada e prevaléncia de RNA do HPgV-1.

Caracteristicas Masculino Feminino Total Prevaléncia
verdadeira
estimada (IC 95%)
N (%) 54 (56,8%) 41 (43,2%) 95 (100%) —
Idade média (* DP) 47,5 (x12,6) 43,2(x15,4) 45,3 (x14,1) —
HPgV-1 RNA + 7 (13,0%) 12 (29,3%) 19 (20,0%)* 13,1% a 26,9%**

Idade média (+ DP) 42,3 (£7,6) 41,2 (£12,9) 41,6 (£12,9) —
dos positivos
DP: Desvio padrao; IC: Intervalo de confianca
*Prevaléncia aparente observada neste estudo
**Prevaléncia verdadeira estimada considerando 352 receptores de transplante renal

A distribuicao da prevaléncia de RNA do HPgV-1 segundo faixa etaria
e tempo poés-transplante esta apresentada na Tabela 8. Para avaliagao da
distribuicao etaria, os receptores de transplante renal foram estratificados em
cinco grupos: 18-29 anos, 30-39 anos, 40—49 anos, 50-59 anos e = 60 anos.
As prevaléncias observadas foram: 18,8% no grupo de 18-29 anos, 26,6% no
grupo de 30-39 anos, 28,5% no grupo de 40—49 anos, 17,2% no grupo de 50—
59 anos e 7,1% no grupo = 60 anos.

A prevaléncia do RNA viral também foi analisada segundo o tempo
decorrido apds o transplante renal, com os receptores distribuidos em cinco
categorias: <1 ano, 1-3 anos, 4-6 anos, 7-9 anos e = 10 anos pos-
transplante. As prevaléncias observadas foram: 7,1% no grupo < 1 ano, 25,0%
no grupo de 1-3 anos, 27,3% no grupo de 4—6 anos, 22,2% no grupo de 7-9

anos e 0,0% no grupo = 10 anos pés-transplante (Tabela 8).

52



Tabela 8. Prevaléncia de RNA do HPgV-1 segundo faixa etaria e tempo pos-transplante.

Prevaléncia de RNA do HPgV-1 por faixa etéaria

Resultados

18 — 29 anos
30 -39 anos
40 — 49 anos
50 — 59 anos
2 60 anos

3/16 (18,8%)
4/15 (26,6%)
6/21 (28,5%)
5/29 (17,2%)
114 (7,1%)

Total

19/95 (20,0%)

Prevaléncia de RNA do HPgV-1 por tempo pés transplante

Resultados

<1 ano

1-3 anos
4 - 6 anos
7 -9 anos
210 anos

Nao informado

114 (7,1%)
6/24 (25,0%)
6/22 (27,3%)
6127 (22,2%)

0/6 (0,0%)

0/2 (0,0%)

Total

19/95 (20,0%)

A analise filogenética realizada demonstrou que as sequéncias obtidas

dos 19 receptores de transplante renal da regiao Centro-Oeste do Brasil foram

caracterizadas como HPgV-1 gendtipos 1, 2 e 3. Como esperado, o gendtipo

predominante foi o 2, representado por 15 amostras positivas (78,9%). O

genotipo 2 apresentou-se com dois subgendtipos distintos: 2A, representado

por uma sequéncia (5,3%), e 2B, representado por 14 sequéncias (73,6%).

Interessantemente, gendtipos do HPgV-1 relatados com menor frequéncia no

Brasil também foram identificados, sendo 2 amostras pertencentes ao

genotipo 1 (10,5%) e 2 amostras ao gendtipo 3 (10,5%) (Figura 6).
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Figura 6. Arvore filogenética dos HPgV-1
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Legenda: arvore construida a partir da analise filogenética da porgéo 5’UTR. O gendtipo 2 foi o mais prevalente na analise.
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5.4. Prevaléncia de CMV em Receptores de Transplante
Renal

A analise metagendmica inicial identificou CMV em 12 dos 20 pools
testados. Entretanto, a confirmacgéao por qPCR foi viavel em apenas 16 pools,
devido a insuficiéncia de material biolégico nos 4 pools restantes. Destes
pools com volume insuficiente, um apresentou resultado negativo para CMV
na metagendmica, enquanto os outros trés foram positivos. Considerando a
impossibilidade de validagcéo destes resultados por metodologia confirmatéria
(qPCR), estes quatro pools foram excluidos da analise estatistica final. Assim,
dos 16 pools submetidos a confirmacdo, sete (43,8%) tiveram resultado
positivo para CMV validado por qPCR.

Os 16 pools analisados representaram um total de 80 pacientes
receptores de transplante renal, sendo 44 homens (55%) e 36 mulheres
(45%), com idade média de 44,1 (£17,9) anos. A estratificagdo por género
demonstrou idade mediana de 47,5 (x16,5) anos para pacientes masculinos
e 42,2 (£23,3) anos para pacientes femininos.

Ensaios de PCR quantitativa (QPCR) confirmaram 15 amostras
individuais positivas para DNA de CMV, estabelecendo uma prevaléncia
global de 18,8% (n=15/80) na populagéo estudada. A analise por género
revelou maior frequéncia em receptores masculinos de transplante renal
[20,5% (n=9/44); idade média: 45,2+16,5 anos] em comparagdo aos
receptores femininos [16,6% (n=6/36); idade média: 42,2+23,3 anos].

A avaliagao estatistica projetou que a prevaléncia real de CMV na
populacdo de receptores de transplante renal varia entre 11,2% e 26,3%
(intervalo de confianca de 95%), considerando o universo total de 352
transplantes renais realizados no Hospital Universitario de Brasilia até agosto
de 2021 (Tabela 9).

55



Tabela 9. Populagao estudada e prevaléncia de DNA de CMV e BKV.

Género Masculino Feminino Total Prevaléncia real
estimada (IC:
95%)**
N. 44 (55%) 36 (45%) 80 (100%) -
Idade média 47,5 (£16,5)2 42,2 (£23,3)2 441 (179 -
(x DP)
CMV DNA + 9 (20,5%)P 6 (16,6%)P 15 (18,8%)* 11,2% a 26,3%
Idade média 45,2 (£16,5)c 42,2 (£23,3)c 44,1 (x17,9¢ -
(x DP)
CMV DNA - 35 (54%) 30 (46%) 65(100%) -

Idade média 45,8 (£12,3)d 449 (+14,8)d 46,5 (13,5 -
(* DP)
DP: Desvio padrao; IC: intervalo de confianga;
*Prevaléncia aparente observada neste estudo;
**Prevaléncia real estimada considerando 352 receptores de transplante renal.
aTeste t de Student: p=0,1708
bTeste exato de Fisher: p=0,777
cTeste t de Student: p=0,8405
dTeste t de Student: p=0,7897
¢Teste t de Student: p=0,5621

A prevaléncia de DNA de CMV por faixa etaria e tempo apds o
transplante renal esta detalhada na Tabela 10. Para avaliar a distribuicdo do
DNA de CMV entre as diferentes faixas etarias, os receptores de transplante
renal foram classificados em cinco grupos: 18-29 anos, 30-39 anos, 40—49
anos, 50-59 anos e acima de 60 anos. A prevaléncia observada apresentou
uma distribuicdo bimodal, sendo de 30,7% no grupo de 18-29 anos, 23,0%
no grupo de 30—-39 anos, 20,0% no grupo de 40—49 anos, 6,9% no grupo de
50-59 anos e 30,0% no grupo acima de 60 anos, evidenciando maiores taxas
de positividade nos extremos etarios e menor prevaléncia na faixa de 50-59
anos.

A analise estratificada por tempo pés-transplante renal (p6s-TxR)
também foi realizada, com os receptores divididos em cinco categorias
temporais: menos de 1 ano, 1-3 anos, 4—6 anos, 7-9 anos e mais de 10 anos
apos o transplante. Os resultados demonstraram uma tendéncia decrescente

na prevaléncia de CMV com o aumento do tempo pds-transplante, sendo as
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prevaléncias observadas de 45,45% no grupo com menos de 1 ano, 18,18%
no grupo de 1-3 anos, 17,64% no grupo de 4-6 anos, 9,1% no grupo de 7-9
anos, 16,7% no grupo com mais de 10 anos ap6és o transplante, esse aumento
se deve, provavelmente, ao N pequeno de pacientes testados nesta faixa

etaria.

Tabela 10. Prevaléncia de DNA de CMV por grupos etarios e tempo apds transplante
renal

Prevaléncia de DNA de CMV por grupo etario Resultados
18 — 29 anos 4/13 (30,7%)
30 -39 anos 3/13 (23%)
40 - 49 anos 3/15 (20%)
50 — 59 anos 2/29 (6,9%)
> 60 anos 3/10 (30%)
Total 15/80 (18,8%)
Prevaléncia de DNA de CMV por tempo apoés transplante Resultados
renal

<1 ano 5/11 (45,45%)
1-3 anos 4/22 (18,18%)
4 — 6 anos 3/17 (17,64%)
7 -9 anos 2122 (9,1%)
> 10 anos 1/6 (16,7%)
NA: nao disponivel 0/2 (0%)
Total 15/80 (18,8%)

5.5. Prevaléncia de BKV em Receptores de Transplante
Renal

Um total de 16 pools foram testados para BKV, destes, 3 foram
positivos. No total, foram testados 80 pacientes. A analise por PCR
quantitativa (QPCR) confirmou a presenga de DNA viral do BKV em 3
amostras, representando uma prevaléncia global de 3,8% (3/80). Todos os
casos positivos foram identificados em receptores do sexo masculino,
resultando em uma prevaléncia de 6,8% (3/44) neste subgrupo especifico.
Considerando a populacao total de 352 transplantados renais no Hospital
Universitario de Brasilia até agosto de 2021, a prevaléncia real estimada de
DNA de BKYV situou-se entre 0,1% e a 7,4%, com intervalo de confianca de
95%.
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A idade média dos pacientes positivos para BKV foi de 47,2 + 13,2
anos, enquanto os pacientes negativos apresentaram média de 46 + 14,2
anos. No subgrupo masculino negativo para BKV, a média de idade foi de 47,7
1 12,6 anos, enquanto no subgrupo feminino negativo foi de 44,1 + 15,6 anos.
As analises estatisticas ndo demonstraram diferengas significativas entre os
grupos etarios por género (teste t de Student: p=0,1708) ou entre os pacientes

positivos e negativos para BKV. (Tabela 9).

Tabela 11. Populagao estudada e prevaléncia de DNA de BKV.
Género Masculino Feminino Total Prevaléncia real
estimada (IC: 95%)**

N 44 (55%) 36 (45%) 80 (100%) ==
Age mean (£ SD) 47.5 (16557 422 (¥233) 441 (x17.9) -
BKV DNA+ 3 (6.8%)° 0 (0%)° 3 (3.8%) 0.1% to 7.4%"*

Age Mean (£ SD) 47.2 (+13.21) 0 (+0) 472 (#1320 e

BKV DNA- 41 (53%) 36 (47%) 77 (100%) e
Age Mean (+ SD)  47.7 (12.6)' 441 (+15.6)7 46 (x14.2)"  -eeeme

DP: Desvio padrao; IC: intervalo de confianga;

*Prevaléncia aparente observada neste estudo;

**Prevaléncia real estimada considerando 352 receptores de transplante renal.
aTeste t de Student: p=0.1708

bTeste exato de Fisher: p=0.777

‘Teste t de Student: 0.2665

9Teste t de Student: p=0.8860

A distribuicdo dos casos positivos para BKV por faixa etaria revelou
prevaléncias de 7,7% (1/13) no grupo de 18-29 anos, 6,6% (1/15) no grupo de
40-49 anos e 3,4% (1/29) no grupo de 50-59 anos. Nao foram detectados
casos positivos nas faixas etarias de 30-39 anos e acima de 60 anos.

Quanto ao tempo péds-transplante, observou-se concentragao
significativa dos casos positivos exclusivamente no periodo de 1-3 anos apos
o procedimento, com prevaléncia de 13,6% (3/22) neste grupo especifico. Nao
foram identificados casos positivos nos demais intervalos temporais
analisados (<1 ano, 4-6 anos, 7-9 anos e >10 anos pos-transplante) (Tabela
10).
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Tabela 12. Prevaléncia de DNA de BKV por grupos etarios e tempo apoés transplante
renal

Prevaléncia de DNA de BKV por grupo etario Resultados
18 — 29 anos 113 (7,7%)
30 -39 anos 0/13 (0,0%)
40 — 49 anos 1/15 (6,6%)
50 — 59 anos 1/29 (3,4%)
> 60 anos 0/10 (0,0%)
Total 3/80 (3,8%)

Prevaléncia de DNA de BKV por tempo apds transplante renal

Resultados

<1 ano 0/11 (0,0%)
1-3 anos 3/22 (13,6%)
4 — 6 anos 0/17 (0,0%)

7 -9 anos 0/22 (0,0%)

> 10 anos 0/6 (0,0%)
Total 3/80 (3,8%)

5.6. Prevaléncia de EBV em Receptores de Transplante
Renal

A analise metagenémica de 20 pools amostrais identificou positividade
para o virus Epstein-Barr (EBV) em 4 pools (20%), todos caracterizados por
baixa quantidade de reads, média de 13,1 reads por pool positivo. Devido as
limitagdes de volume amostral, o estudo prosseguiu com a testagem de 19
pools, submetendo-os a confirmagéo por qPCR.

Entre os quatro pools positivos na triagem metagendmica, apenas dois
foram confirmados por gPCR, sendo que um destes, continha dois pacientes
com EBV detectavel. Os outros dois pools positivos na metagendmica nao
tiveram confirmacdo por qPCR, destacando-se que estes apresentaram
baixissima quantidade de reads na metagendbmica (5 e 6 reads).
Adicionalmente, observou-se um caso de pool negativo na abordagem
metagendémica que apresentou um paciente positivo quando avaliado por
gPCR. Para fins de analise estatistica epidemioldgica, foram considerados
validos apenas os resultados concordantes entre as duas metodologias.

A analise molecular das 95 amostras revelou uma prevaléncia de
3,15% (n=3/95) para DNA do virus Epstein-Barr (EBV) na populagéo

estudada, com idade média dos individuos infectados de 49,3 + 16,1 anos.
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Observou-se distribuigdo assimétrica entre os géneros, com maior prevaléncia
em receptores do sexo feminino (4,87%; n=2/41; idade média 40,0 + 1,4 anos)
em comparagado aos do sexo masculino (1,85%; n=1/54; idade média 68,0
anos). A analise estatistica inferencial, considerando o universo total de 352
pacientes transplantados renais atendidos no Hospital Universitario de
Brasilia até agosto de 2021, estimou uma prevaléncia verdadeira populacional

situada entre 0,01% e 6,7%, com intervalo de confianga de 95% (Tabela 13).

Tabela 13. Populagao estudada e prevaléncia de DNA do EBV.

Caracteristicas Masculino Feminino Total Prevaléncia
verdadeira
estimada (IC 95%)
N (%) 54 (56,8%) 41 (43,2%) 95 (100%) —
Idade média (+t DP) 47,5(£12,6) 43,2 (x154) 45,3 (x14,1) —
EBV DNA + 1 (1,85%) 2 (4,87%) 3 (3,15%)* 0,01% a 6,7%**
Idade média (* DP) 68 (+0,0) 40 (x1,4) 49 (£16,1) —

dos positivos
DP: Desvio padrao; IC: Intervalo de confianga
*Prevaléncia aparente observada neste estudo
**Prevaléncia verdadeira estimada considerando 352 receptores de transplante renal

A estratificacdo da prevaléncia de DNA do EBV segundo faixas etarias,
distribuidas em cinco categorias (18—29 anos, 30-39 anos, 40—-49 anos, 50—
59 anos e = 60 anos), evidenciou um padrao heterogéneo de distribuicdo. As
taxas de positividade foram observadas nos grupos de idade mais avangada,
com prevaléncias de 6,6% no estrato de 30—-39 anos, 4,76% na faixa de 40—
49 anos e 7,14% no grupo = 60 anos. Nao foram detectadas amostras
positivas nos grupos de 18-29 anos e 50-59 anos.

Quanto a analise temporal relacionada ao periodo pés-transplante, os
receptores foram categorizados em cinco intervalos: <1 ano, 1-3 anos, 4-6
anos, 7-9 anos e = 10 anos pds-procedimento. A distribuicdo da
infeccao/reativagdo viral mostrou-se concentrada no periodo inicial pos-
transplante, com prevaléncias de 7,1% no grupo <1 ano e 8,3% no estrato de
1-3 anos. Nao foi detectada presenca de DNA viral nos grupos com maior
tempo decorrido apds o transplante (4—6 anos, 7-9 anos e = 10 anos),

sugerindo possivel associagao entre a infecgao/reativagao viral e o periodo de
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imunossupressdo mais intensa que caracteriza a fase inicial pés-transplante
(Tabela 14).

Tabela 14. Prevaléncia de DNA do EBV segundo faixa etaria e tempo pés-transplante.

Prevaléncia de DNA do EBV por faixa etaria Resultados
18 — 29 anos 0/16 (0,0%)
30 -39 anos 1/15 (6,6%)
40 - 49 anos 1/21 (4,76%)
50 — 59 anos 0/29 (0,0%)
2 60 anos 1/14 (7,14%)
Total 19/95 (20,0%)
Prevaléncia de DNA do EBV por tempo pés-transplante Resultados
<1 ano 1/14 (7,1%)
1-3 anos 2/24 (8,3%)
4 — 6 anos 0/22 (0,0%)
7 -9 anos 0/27 (0,0%)
210 anos 0/6 (0,0%)
Nao informado 0/2 (0,0%)
Total 3/95 (3,15%)

5.7. Auséncia de Deteccdao de HHV-6 em Receptores de
Transplante Renal

A analise metagendmica dos 20 pools amostrais ndo identificou
sequéncias gendbmicas compativeis com o Herpesvirus Humano 6 (HHV-6)
em nenhuma das amostras avaliadas. Para validacdo deste resultado
negativo e exclusdo de possiveis limitagdes metodoldgicas da abordagem
metagendmica, todas as 100 amostras individuais foram subsequentemente
submetidas a amplificacdo por PCR quantitativa (qPCR), metodologia
considerada padrao-ouro para deteccéao viral especifica.

A avaliagao por gPCR confirmou a auséncia completa de DNA do HHV-
6 em todas as amostras testadas, corroborando os achados negativos obtidos
pela abordagem metagendmica inicial. Esta concordancia absoluta entre as
duas metodologias independentes valida os resultados negativos e confirma
a auséncia de circulacido detectavel deste agente viral na populacdo de
receptores de transplante renal estudada durante o periodo de investigagao.
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5.8. Auséncia de Deteccao de VZV em Receptores de
Transplante Renal

Em 4 pools dos 20 pools testados pela metagenémica, foram
encontradas leituras entre 8 e 35 reads para a presenca de Varicellovirus. O
virus pertencente este genéro, capaz de causar doenga em seres humanos &
o herpervirus humano 3 (HHV-3), também conhecido como varicela-zoster
(VZV). Apesar de duas tentativas de amplificacédo por qPCR, utilizando kits
comerciais distintos, ndo foi possivel detectar a presenca do virus por este

ultimo método.

5.9. Sintese dos achados por NGS e qPCR

A Tabela 15 sintetiza os principais achados, por pool, detectados por

meio da metagendmica viral e confirmados por qPCR.
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Tabela 15. Quantidade de Reads detectadas por NGS e resultado da contraprova por g°PCR

Pool Total de reads apés Reads TTV Reads HPgV-1 Reads BKV  Reads CMV Reads VZV Reads EBV Detectado por qPCR
filtragem dos dados
1 5.809.566 1.389.123 2.434.674 - 15 20* - HPgV-1 e CMV
2 337.987 132.302 4.962NT 368 - 6* HPgV-1, BKV e CMV
3 223.369 103.462 111.838 - 8* - HPgV-1 e CMV
4 169.466 35.915 125.364 - - - HPgV-1 e CMV
5 174.528 162.441 1.425 - 26 - - HPgV-1 e CMV
6 65.967 13.338 40.812 -NT 14NT -NT - HPgV-1
7 21.785 2.289 - - 22 15* - CMV
8 1.268.212 790.868 442.482 -NT 5NT -NT 8 HPgV-1 e EBV
9 3.603 484 60 - - - 5 HPgV-1 e EBV
10 2.536.352 2.512.359 18.276 3.450 - - HPgV-1, BKV e CMV
11 1.101.224 1.097.832 993 - 17 - 5* HPgV-1 e CMV
12 121.948 221 118.969 - - - - HPgV-1
13 561.621 555.197 5.204 S 8NT =0 -NT HPgV-1
14 559.195 489.784 64.440 - 92 - - HPgV-1 e CMV
15 6.380 4.288 - =000 P S - -
16 388.311 384.256 - - - - - -
17 210.900 2.754 198.450 6.340 - - HPgV-1, BKV e CMV
18 9.214 7.364 - - 12 - - CMmV
19 8.185 710 - - - - - -
20 210.900 3.012 91 - 7 35* - HPgV-1, CMV e EBV**

Legenda: * - Detectado por NGS e negativo por qPCR; ** - Ndo detectado por NGS e positivo por PCR; NT - ndo testado



6. DISCUSSAO

Ao longo dos ultimos anos, o sequenciamento e a metagenémica tém sido
utilizados em larga escala para maior entendimento da interacéo entre o
organismo humano e 0s microrganismos que compdem sua microbiota.
Avangos na area tém demonstrado que a composigdo da microbiota, a
presenca ou auséncia de um dado agente, além do volume que este
representa dentro do organismo, pode determinar alteragdes fisiologicas e/ou
predisposicdes patologicas.4® 46.48,49,50,54,55 Além disso, para a microbiologia,
o método tem facilitado a identificagdo de novos agentes e novas variantes,
uma vez que os dados gerados pelo sequenciamento em metagenémica
fazem uma deteccado global ao invés de uma pesquisa direcionada a alvos
especificos.% 55 58, 59, 60

Apesar dos avancgos alcangados com o0 uso da metagendémica, existe
uma necessidade crescente no sentido de estabelecer protocolos e pipelines
de bioinformatica que sejam capazes de amenizar ou normalizar as variagdes
que tém sido encontradas nos resultados dos estudos. A padronizagao de
protocolos € um desafio central na metagendmica clinica. A variabilidade nos
resultados pode ser atribuida a multiplos fatores, incluindo o método de
extracédo de acido nucleico, a escolha de kits para construgao de bibliotecas
de sequenciamento e a profundidade do sequenciamento. Estudos
comparativos demonstraram que diferentes protocolos de extragao podem
favorecer a detecgao de certos tipos de virus (DNA ou RNA, envelopados ou
nao envelopados), introduzindo um viés significativo na representagéo do
viroma. Além disso, a etapa de amplificacdo, necessaria em muitas
abordagens de metagendmica viral, pode distorcer a abundancia relativa dos
virus presentes na amostra original, um fendbmeno conhecido como "viés de
amplificacao". Esses desafios ressaltam a importancia de incluir controles
internos e desenvolver pipelines de bioinformatica robustos que possam
normalizar essas variagdes técnicas para permitir comparagdes mais

acuradas entre diferentes estudos.””: 78.79. 80, 81
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Em nossos experimentos, observamos que a utilizagdo de pools se
mostra como uma estratégia que possibilita a testagem de um volume maior
de amostras a um custo um pouco inferior. Contudo, como observado na
testagem de EBV, a utilizagcdo desse método pode induzir o surgimento de
resultados falso-negativos devido a diluigdo das amostras contidas em um
mesmo pool. As limitagdes da utilizagdo de pools em metagendémica viral
estdo bem documentadas na literatura cientifica. O efeito de diluicdo por
material de individuos negativos inerente ao pooling de amostras pode
resultar em reducgao significativa da sensibilidade diagnostica, especialmente
para patdégenos presentes em baixas cargas virais.®2 Em analises de RT-PCR,
foi observado que pools de 10 amostras apresentaram taxa de falsos
negativos de 9% para amostras com baixa carga viral (Ct = 31), enquanto
pools menores (4-8 amostras) mantiveram sensibilidade superior a 98%.83
Adicionalmente, o pooling em sequenciamento nanopore pode resultar em
contaminagdo cruzada quando amostras de baixo e alto titulo sao
combinadas, comprometendo a acuracia dos resultados.®* Esses achados
corroboram nossas observagdes de que a estratégia de pooling, embora
economicamente vantajosa, pode mascarar a detecgado de virus em baixa
carga, como observado com o EBV em nosso estudo.

A presenca de anticorpos contra EBV na populacéo sadia tem uma taxa
de prevaléncia que gira entre 60 e 90%.7% 85 Estudos recentes demonstraram
prevaléncias de 11,7%"® e 20%'® para viremia em pacientes transplantados
renais. O virus €& amplamente conhecido por causar proliferacéo
descontrolada de células B em pacientes transplantados, bem como o quadro
de doenca linfoproliferativa pds-transplante. Contudo, os pacientes
transplantados renais sdo os menos susceptiveis a esses quadros (1 a 3%)
quando comparados a transplantados de outros 6rgaos soélidos.86: 87, 88

A principal complicagao associada ao EBV, a Doenga Linfoproliferativa
Pés-Transplante (PTLD), € um resultado direto da perda do controle
imunoldgico sobre as células B infectadas. Durante a laténcia, proteinas virais
como a Proteina de Membrana Latente 1 (LMP1) e LMP2A mimetizam sinais

de receptores de células B (como o CD40 e o BCR, respectivamente),
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promovendo a proliferagdo e a sobrevivéncia celular de forma independente
de estimulos externos. A LMP1, em particular, ativa vias de sinalizagao
cruciais como a NF-kB, JNK e p38 MAPK, centrais para o crescimento e a
prevencdo da apoptose. Em um individuo imunocompetente, as células T
citotoxicas especificas para esses antigenos latentes eliminam eficientemente
as células B em proliferagdo. Nos pacientes transplantados, a
imunossupressao farmacoldgica abole essa vigilancia, permitindo a expansao
clonal descontrolada que caracteriza a PTLD. A baixa incidéncia em
transplantados renais (1-3%) comparada a outros oOrgados pode ser
parcialmente atribuida a regimes de imunossupressao tipicamente menos
intensos.89 9

A taxa de prevaléncia para EBV encontrada em nosso estudo, esta em
relativamente abaixo daquela descrita na literatura para esta populacéo, para
pacientes transplantados renais, para este achado é importante destacar que
0 sequenciamento de nova geragao (NGS) e o gPCR apresentam limites de
deteccao distintos. Estudos prévios demonstraram que a prevaléncia de DNA
de EBV detectavel no sangue de receptores de transplante renal varia
significativamente, com taxas de 18,4% no primeiro ano pds-transplante,
aumentando progressivamente com o tempo desde o transplante.®’ 92 A
variabilidade na prevaléncia reportada pode ser atribuida as diferentes
metodologias de detecgdo empregadas e aos critérios de positividade
adotados. Enquanto o NGS pode detectar fragmentos virais em quantidades
extremamente reduzidas, como evidenciado pela baixa contagem de reads
(5-6 reads) nos pools discordantes, o qPCR requer um limiar minimo de cépias
virais para amplificacdo detectavel, geralmente entre 10-100 cdpias/mL,
dependendo do protocolo.®® Estudos comparativos demonstraram que a
metagendmica pode alcancar limites de deteccao de 14-191 copias/mL para
diferentes virus, com sensibilidade de 93,6% e especificidade de 93,8%,
apresentando correlacdo adequada com qPCR, embora com diferencas inter-
métodos variando de 0,19 log10 IU/mL para EBV.%3: %4

Além disso, em receptores de transplante renal sob imunossupressao,

o EBV pode apresentar-se em estado de replicagdo parcial ou reativacao
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limitada, gerando fragmentos genémicos incompletos. A reativacdo do EBV
em pacientes imunossuprimidos frequentemente resulta em ciclos de
replicagao abortivos ou incompletos, onde apenas genes imediatos-precoces
(BZLF1 e BRLF1) sdo expressos sem progressao para a fase litica
completa.®® Este fendbmeno de reativagéo parcial é particularmente comum em
transplantados, onde a imunossupressao permite a expressao de genes virais
iniciais, mas n&do necessariamente a replicagdo viral completa.®® Tais
fragmentos podem ser sequenciaveis pela abordagem metagenédmica, mas
insuficientes para amplificagcdo completa pelos primers especificos do qPCR,
especialmente se a fragmentagao ocorrer nas regides-alvo dos primers. A
natureza independente de sequéncia da metagendémica permite a detecgao
de genomas virais fragmentados ou parcialmente replicados, incluindo
sequéncias de genes precoces e tardios que podem estar presentes em
diferentes proporcdes durante estados de reativacdo incompleta.®”: % A
metagendmica, por sua abordagem independente de sequéncia, pode
identificar estas variantes, explicando resultados positivos por NGS e
negativos por qPCR. Este fenbmeno é particularmente relevante
considerando que a reativagcdo do EBV em transplantados pode ocorrer de
forma heterogénea, com diferentes células apresentando diferentes estagios
do ciclo viral, desde laténcia até replicacao litica parcial ou completa.% 100
Por outro lado, o caso em que o gPCR identificou EBV em uma amostra
negativa na metagendmica pode ser explicado pela natureza aleatéria da
amostragem em sequenciamento de baixa profundidade, onde a deteccao de
patdgenos em baixa abundancia depende da probabilidade de captura
durante a preparagao da biblioteca gendmica. Em amostras com patégenos
de baixa abundancia (como neste caso), o processo de captura, amplificagéo
e sequenciamento de fragmentos gendmicos segue principios probabilisticos.
Quando a concentragao viral € extremamente baixa (proxima ao limite de
detecgéo técnica), cada etapa do processo metagendmico — desde a extragao
do material genético, fragmentagao, ligacdo de adaptadores, amplificagéo e
sequenciamento — esta sujeita a variagbes aleatorias. Este fenbmeno é

comparavel a um processo de amostragem ao acaso de uma populagdo muito
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pequena, onde a probabilidade de capturar representantes desta populagao
diminui drasticamente com sua escassez.'%" A detecgdo de patdégenos em
baixa abundancia na metagendmica segue um processo estocastico descrito
pelo modelo de Bernoulli, onde a probabilidade de deteccdo de pelo menos
uma sequéncia viral depende da razao virus-background da amostra e do
tamanho do dataset sequenciado.'®' Estudos demonstraram que a
amplificagdo aleatéria introduz viés sistematico e variabilidade estocastica,
especialmente em amostras com baixa carga viral, onde eventos aleatorios
locais durante o sequenciamento podem afetar significativamente a qualidade
e a representatividade dos dados obtidos.'%2 103 Adicionalmente, a detecgao
de organismos em abundancia extremamente baixa (0,00001%) requer
profundidade de sequenciamento massiva e esta sujeita a limitagdes
estocasticas inerentes ao processo de amostragem gendmica.'® Esses
achados corroboram nossa observacao de discordancia entre qPCR e
metagendmica para EBV, evidenciando que a natureza probabilistica da
captura de fragmentos virais em baixa abundancia pode resultar em falsos
negativos na analise metagenbémica, mesmo quando o patdégeno esta
presente em niveis detectaveis por métodos mais sensiveis como qPCR.

Em nosso estudo, a estratificacdo da prevaléncia de DNA do EBV
segundo faixas etarias, evidenciou um padrao heterogéneo de distribuicao.
Este padrao de distribuicao etaria apresenta caracteristicas distintas daquelas
tradicionalmente descritas na literatura, onde a idade jovem é frequentemente
associada a maior risco de infecgao primaria por EBV e desenvolvimento de
doenca linfoproliferativa pds-transplante (PTLD).%® 195 A auséncia de detecgdo
viral no grupo mais jovem (18-29 anos) pode refletir tanto a menor prevaléncia
de soropositividade pré-transplante nesta faixa etaria quanto possiveis
diferencas na intensidade da imunossupressdao ou na resposta imune
residual.’®® Paradoxalmente, estudos recentes demonstraram que pacientes
mais velhos (=260 anos) apresentam maior susceptibilidade a reativagao viral
devido ao declinio da imunocompeténcia relacionado a idade, fenbmeno
conhecido como imunossenescéncia.'?”: 1% Contudo, devido ao nosso nimero

amostral e as discrepancias observadas na detecgao deste patdégeno, nossos
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resultados ndo podem ser utilizados para fins de analise estatisticas no caso
deste patogeno.

Quanto a analise temporal relacionada ao periodo pés-transplante, a
deteccdo do DNA viral mostrou-se concentrada no periodo inicial pos-
transplante. Estes achados estdo em consonancia com dados da literatura
que demonstram que a maioria das reativagdes de EBV (91%) ocorre nos
primeiros 6 meses poés-transplante, com pico de incidéncia nos primeiros 3
meses (49% no primeiro més e 35% entre 1-3 meses)."® A concentragao
temporal observada no presente estudo corrobora o conceito de que a
reativacdo viral esta intimamente relacionada a intensidade da
imunossupressao, que é tipicamente mais elevada no periodo inicial para
prevenir rejeicdo aguda, criando um ambiente propicio para a replicagao
viral."® Estudos prospectivos demonstraram que o tempo mediano para
detecgéo de viremia por EBV é de 83 dias (intervalo interquartil: 50-130 dias)
poés-transplante, com 49% dos receptores desenvolvendo DNAemia no
primeiro ano.'" A auséncia de detecgao viral nos periodos tardios pode refletir
tanto a redugao progressiva da imunossupressao ao longo do tempo quanto
o desenvolvimento de tolerancia imunoldgica parcial, permitindo melhor
controle da replicacgao viral pela imunidade celular residual.®? Adicionalmente,
a distribuicdo temporal observada em diversos estudos, sugere que
protocolos de monitoramento viral devem ser intensificados nos primeiros trés
anos pos-transplante, periodo de maior vulnerabilidade, com possivel
relaxamento da vigilancia em periodos mais tardios, desde que nao haja
fatores de risco adicionais.'? 113

Neste estudo, a analise metagenémica identificou outros agentes virais
clinicamente significativos, incluindo o citomegalovirus (CMV) e o virus BK
(BKV). A presencga destes virus foi posteriormente confirmada por gPCR.

Nosso estudo encontrou uma prevaléncia global de DNA de CMV de
18,8%, com uma prevaléncia verdadeira estimada variando de 11,2% a
26,3%. Esta prevaléncia esta dentro da faixa relatada por outros estudos que
examinaram o CMV em transplantados renais em todo o mundo. Prevaléncias
mais altas de DNA de CMV foram relatadas na Coreia (36,3%)""4, Ira
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(37,5%)'"5 e Polonia (34,2%)"®, enquanto uma prevaléncia mais baixa foi
observada no Libano (5,9%). A variagao na prevaléncia de DNA de CMV entre
os estudos pode ser atribuida as diferengas nos niveis de imunossupressao
nos pacientes testados, tempo apds o transplante, status sorolégico de CMV
do doador e receptor, e tipo de érgéo transplantado'”. Por exemplo, a terapia
de indugdo com globulina anti-timécito (ATG) aumenta significativamente o
risco de infeccdo por CMV em Receptores de Transplante renal (RTRs),
particularmente na auséncia de profilaxia antiviral ou em altas doses de
ATG"8 119 Em contraste, inibidores de alvo da rapamicina em mamiferos
(mTOR) como sirolimus (SIR) e everolimus (ERL) reduzem significativamente
a incidéncia de reativacdo de CMV em comparagdo com regime padrao,
baseados em inibidores de calcineurina (CNI)'?°. Em relagdo ao status
sorologico do doador (D) e receptor (R), o risco de infeccdo por CMV é
notavelmente maior nas combinagées D+/R- e D+/R+".

Além dos seus efeitos citopaticos diretos nos tecidos, o virus orquestra
uma sofisticada estratégia de evasao imune e imunomodulagao, cujos "efeitos
indiretos" sdo frequentemente mais deletérios a longo prazo. O CMV
desenvolveu multiplos mecanismos para interferir na apresentacdo de
antigenos as células T. As proteinas virais US2, US3, US6 e US11, por
exemplo, atuam em conjunto para impedir que peptideos virais sejam
carregados em moléculas de MHC de classe | e apresentados na superficie
celular. A proteina US6 bloqueia o transportador associado ao processamento
de antigenos (TAP), impedindo a entrada de peptideos no reticulo
endoplasmatico, enquanto a US3 retém as moléculas de MHC no reticulo, e
a US2 e US11 as marcam para degradagao no proteassoma. Ao fazer isso, o
CMV torna as células infectadas "invisiveis" para as células T CD8+
citotdxicas, garantindo sua persisténcia. 2 122

Este estudo também avaliou a prevaléncia de infeccdo por CMV por
idade do receptor. A comparacdo da distribuicido etaria entre receptores
positivos e negativos para DNA de CMV nao mostrou diferenga significativa.
Entre os receptores positivos para DNA de CMV, a prevaléncia atingiu o pico

naqueles com idade entre 18 e 29 anos; diminuiu progressivamente com o
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aumento da idade, atingindo os niveis mais baixos nos grupos de meia-idade;
e aumentou em receptores com mais de 60 anos. Embora alguns estudos
mostrem que a idade avancgada esta associada ao aumento do risco de
infeccdo por CMV, nossos resultados sugerem uma relagdo em forma de U.
123, 124, 125, 126, 127, 128

A prevaléncia de DNA de CMV encontrada foi mais alta no primeiro ano
pos-transplante renal (60%). Dado que nosso estudo representa um desenho
transversal, a prevaléncia real pode estar subestimada, pois pacientes
avaliados em momentos posteriores podem ter testado positivo anteriormente.
Na auséncia de intervencbes profilaticas, a infeccado por CMV ocorre em
aproximadamente 40% a 100% dos receptores de transplante renal. As
estratégias de prevencao atuais reduzem a incidéncia para aproximadamente
17% a 37%, com o pico de risco observado nos primeiros 100 dias poés-
transplante.’2®

A metagendmica viral também identificou reads de BKV no plasma
destes pacientes. A soroprevaléncia global do BKV € universalmente alta,
afetando 65% a 90% em diversas populagdes.'® A infecgéo primaria por BKV
ocorre durante a infancia e persiste na forma latente no trato urinario. A
reativacdo ocorre durante a imunossupresséao, resultando em eliminacgéo viral
detectavel na urina, mas em casos mais graves, o BKV pode estar relacionado
aviremia."" A infecgéo por BKV em aloenxertos renais pode levar a nefropatia
associada ao BKV (NABKV) e, consequentemente, a rejeigcdo do aloenxerto.
132

Este estudo encontrou DNA de BKV em 3,8% (prevaléncia verdadeira
estimada: 0,1%-7,4%) das amostras de plasma de RTRs. Como observado
para o CMV, este estudo transversal pode subestimar a prevaléncia real de
viremia por BKV. A prevaléncia relatada de viremia por BK em RTRs varia
amplamente entre os estudos (3% a 40%), devido a diferengas na populagao
e metodologias diagndsticas.’33 134 A presenga de DNA de BKV no sangue de
receptores de transplante é considerada um marcador importante devido a
potenciais danos no orgao transplantado. Acredita-se que o aparecimento de
BKV no sangue representa a capacidade do virus de atravessar a barreira
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hemato-renal devido a extravasamentos de virus de dentro do 6rgéo, e assim
a viremia por BKV pode estar associada a fungdo comprometida do 6rgéo."3°

No entanto, € importante reconhecer que nao sabiamos a forma do
DNA de BKYV circulante, se era um virus infeccioso ou material genético ndo
infeccioso, para tirar conclusdes robustas. Além disso, nosso estudo nao foi
prospectivo para observar variagbes nas cargas virais dos limiares de ciclo.
No entanto, considerando os limiares de ciclo das amostras amplificadas (CTs
35,8, 24,4 e 22,8), podemos sugerir uma infecgcéo ativa e consequentemente,
indicar um monitoramento mais proximo dos pacientes afetados. Conforme as
diretrizes da American Society of Transplantation—Infectious Diseases
Community of Practice (AST-IDCOP), os niveis de DNA de BKV no plasma
devem ser monitorados mensalmente durante os primeiros nove meses pos-
transplante, depois a cada trés meses até dois anos, e anualmente a partir dai
até cinco anos.’®® Em nosso estudo, os trés receptores que testaram positivo
para DNA de BKV estavam no periodo de 1 a 3 anos pds-transplante; no
entanto, considerando a dinamica viral relatada na literatura, sugerimos que
esses pacientes apresentaram resultado positivo para BK mais cedo, sem
possibilidade de atingir a eliminagao viral no momento do teste.

A principal estratégia de manejo para a viremia por BKV e NABKYV ¢ a
reducdo da imunossupressao. Tipicamente, isso envolve a diminuigcdo ou
descontinuagdo do agente antimetabdlito (como micofenolato) e, se
necessario, a reducao do inibidor de calcineurina. Esta abordagem visa
restaurar a resposta imune especifica contra o BKV, permitindo o controle da
replicacao viral. No entanto, essa modulagcdo deve ser cuidadosamente
balanceada, pois a redugao excessiva da imunossupressao aumenta o risco
de rejeigao do enxerto, destacando o delicado equilibrio que os clinicos devem
manter no manejo desses pacientes. 3¢

O numero limitado de casos positivos para DNA de BKV entre nossos
receptores (apenas trés amostras) impede tirar conclusdes definitivas sobre a
associacido entre a idade do receptor e a infeccdo por BKV. A idade do
receptor € um fator de risco conhecido para positividade de DNA de BKY,

mostrando maior prevaléncia em individuos mais velhos.'37 138139

72



Diversos estudos tém acompanhado o impacto da presenga do HPgV-
1 e o desfecho dos pacientes.40. 141,142,143 Em estudo conduzido por Izumi e
colaboradores, foi possivel observar relagao entre a presenga do HPgV-1 e a
alteracdo da regulacdo génica dos linfécitos dos pacientes infectados com o
virus, especialmente nos genes induzidos por interferon.43

De forma interessante, um estudo de Thijssen e colaboradores
associou a infecgdo por HPgV-1 com um bom progndstico para pacientes
transplantados hepaticos, assim como é defendido na coinfeccdo com HIV.85
Naquele estudo, os pesquisadores observaram que 0s pacientes que
apresentavam viremia para HPgV-1 continuavam vivos apos 5 anos, ou mais,
de transplante.’#* No presente estudo, entre os 19 pacientes com viremia para
HPgV-1, 95% tinham menos de 60 anos, entre este grupo, 63% tem ao menos
4 anos transplante.

A prevaléncia geral de RNA, desta particula viral, encontrada em nosso
estudo foi de 20% (prevaléncia verdadeira estimada entre 13,1% e 26,9%).
Poucos estudos avaliaram a prevaléncia de RNA de HPgV-1 entre receptores
de transplante renal no Brasil, Contudo, a prevaléncia que encontramos esta
alinhada com a observada em outros estudos brasileiros com 0 mesmo tipo
de populagédo, como no Centro-Oeste do Brasil (cidade de Goiania), onde a
prevaléncia detectada foi de 16,7%'%° e no Rio de Janeiro (sudeste do Brasil),
relatando uma prevaléncia muito alta de RNA de HPgV-1 de 36,1%"4°.
Prevaléncias mais altas foram observadas na Turquia (42%)'¥" e na india
(52,9%) [23], e prevaléncias semelhantes foram observadas na Italia (24%)'4°
e na Espanha (26,1%)'*¥® em comparagdo com o presente estudo.
Acreditamos que as diferengcas na prevaléncia de HPgV-1 podem ser
explicadas por variagdes epidemioldgicas (tamanho e caracteristicas clinicas
dos pacientes), rotas de transmissao, nivel de imunossupresséao, habitos de
vida e sensibilidade dos métodos de detecgéo. 145 149

O HPgV-1 tem sido consistentemente associado a um melhor
progndéstico em coinfecgdes, notavelmente com o HIV-1, e dados emergentes
sugerem um efeito semelhante em transplantados. O mecanismo por tras

desse beneficio parece residir em sua capacidade de induzir um estado anti-
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inflamatorio. A proteina E2 do HPgV-1, por exemplo, demonstrou inibir a
ativagdo do NF-kB e diminuir a produgao de citocinas pro-inflamatérias. Além
disso, a infecgdo por HPgV-1 parece modular a resposta ao interferon,
mantendo a sinalizagdo de genes estimulados por interferon (ISGs) em um
nivel basal mais baixo, o que poderia atenuar a inflamacgao crénica prejudicial
sem comprometer completamente a resposta antiviral. Em um paciente
transplantado, essa modulacado sutil poderia diminuir a alo-reatividade e o
risco de rejei¢ao, explicando as associagdes com melhor sobrevida do enxerto
observadas em alguns estudos. %0 151

Em pacientes transplantados, a imunossupressdo medicamentosa €&
essencial para prevenir a rejeicao do enxerto, mas também aumenta o risco
de infecgbes oportunistas. A presenca do HPgV-1 poderia, teoricamente,
modular este equilibrio imunolégico delicado. Estudos demonstraram que o
HPgV-1 pode inibir a funcdo de células NK dependente de IL-12 e alterar a
producdo de diversas citocinas, incluindo IL-4, IL-2 e IL-17A."%" Estas
alteragdes podem ter implicagdes significativas para receptores de transplante
renal, afetando potencialmente a resposta imune contra patégenos e a
rejeicdo do orgao transplantado.

Por outro lado, estudos que examinam a prevaléncia de HPgV-1 em
outros grupos de estudo mostraram valores mais baixos. Por exemplo,
estudos brasileiros que investigaram a prevaléncia de HPgV-1 entre doadores
de sangue saudaveis mostraram prevaléncia, que variou entre 4,2% e 10%.""
152,153,154,156 Em geral, as taxas de prevaléncia mais altas entre receptores de
transplante renal sdo esperadas devido a duas razdes principais: (i) altos
niveis de exposi¢cado parenteral, como hemodialise prévia, e (ii) os niveis de
imunossupressdo medicamentosa nestes pacientes, indispensavel para
mantém as caracteristicas funcionais do rim transplantado ao longo da vida.
Nesse sentido, estudos realizados na América do Sul mostraram taxas de
prevaléncia de RNA de HPgV-1 variando entre 12,8% e 17,6% em pacientes
submetidos a hemodialise. 45 157, 158,159

Também observamos um aumento gradual da prevaléncia de RNA de
HPgV-1, que comegou com 21,4% nas faixas etarias de 18-29 anos e atingiu
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0 pico no grupo de 40-49 anos (28,5%), com uma diminuigao gradual no grupo
de 50-59 anos (17,2%) e > 60 anos (7,1%). Esses resultados sao semelhantes
aos estudos brasileiros, especialmente aqueles que investigam doadores de
sangue 71,133 [15, 32]. Embora os autores indiguem que a atividade sexual
influencia essa distribuicdo etaria da prevaléncia para doadores de sangue
saudaveis, essa conclusao nao pode ser aplicada claramente para receptores
de transplante renal devido a maior possibilidade de transmissao parenteral.
Isso é fortalecido pela evidéncia de que receptores positivos para RNA de
HPgV-1 tém maiores requisitos de transfusdo intraoperatéria e aumento do
numero de transfusdes pré-transplante em comparacdo com receptores
negativos para RNA de HPgV-1.148

Um estudo de avaliagdo da cinética da infecgdo por HPgV-1
demonstrou que a taxa de infecgdo por HPgV-1 aumentou de 14,7% no pré-
transplante para 19,1% no primeiro ano pos-transplante.'8 Aqui, observamos
que a taxa de prevaléncia de RNA de HPgV-1 aumentou de 7,1% em
pacientes com > 1 ano pds-transplante para 25% em pacientes com 1-3 anos
pos-transplante. A taxa de prevaléncia permanece mais alta em pacientes
com 4-6 anos (27,3%) e 7-9 anos poés-transplante (22,2%), diminuindo apos
10 anos. Nao sabemos se 0o RNA de HPgV-1 ja estava presente nos pacientes
antes do transplante e, portanto, € impossivel determinar se os respectivos
pacientes tiveram uma infecgao prévia por HPgV-1. No entanto, o aumento da
prevaléncia dentro do periodo pds-transplante pode ser resultado de infecgao
advinda do 6rgéo transplantado, hemocomponentes recebidos ou a presenca
de infecgdes decorrentes da manutencao da terapia imunossupressora. Os
métodos de deteccdo atuais podem ndo ser eficazes na detecgcao de uma
infecgdo por HPgV-1 com baixos niveis de replicagdo,'®® e a prevaléncia no
primeiro ano pos-transplante pode ser maior do que o observado.

A analise filogenética realizada mostrou a presenca de trés genotipos
de HPgV-1 (gendtipos 1, 2 e 3). O gendtipo 2 foi o mais frequentemente
detectado (15/19, 78%), com 1 espécime pertencente ao subgendtipo 2A
(5,3%) e 14 sequéncias pertencentes ao subgenotipo 2B (73,6%). Esses

resultados eram esperados, uma vez que o gendtipo 2 € o gendtipo de HPgV-
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1 mais frequentemente detectado no Brasil em diferentes grupos de
pacientes, como individuos infectados pelo HIV-1,145 1%, 161 doadores de
sangue saudaveis,’! 152, 162, 163, 164 rgceptores de transplante renal’s 195 e
pacientes com hepatite fulminante.®> Além disso, o gendtipo 2 de HPgV-1 é
0 mais prevalente em paises europeus e nos EUA.166. 167

Em percentuais mais baixos, também detectamos os gendtipos 1 e 3,
com 2 espécimes pertencentes ao genaotipo 1 e 2 espécimes pertencentes ao
gendtipo 3. O gendtipo 1 é identificado predominantemente na Africa, 68 169
enquanto o gendtipo 3 é endémico para populagdes asiaticas e indio-
americanas.'% 17" Alguns estudos brasileiros também detectaram, com menor
prevaléncia, os genodtipos 1 e 3 de HPgV-1 entre doadores de sangue,”’
individuos infectados pelo HIV-1'% e receptores de transplante renal.’45 165
Acreditamos que a presencga de gendtipos de HPgV-1 como 1 e 3 (raros para
o Brasil) pode estar relacionada a miscigenagdo do pais, onde estéo
presentes descendentes de origem africana e indio-americana.

Nossos dados, alinhados com a literatura recente, destacam que
pacientes submetidos a hemodialise e receptores de transplante renal estao
em maior risco de infec¢gado por HPgV-1 comparados a populagdo geral. Um
estudo recente com pacientes em hemodidlise no Ird encontrou uma
prevaléncia de 13,6% de HPgV-1, significativamente maior que os 0,6%
observados em controles saudaveis, reforcando a importancia das vias de
transmissdo parenteral.'’?

Fatores como duragao prolongada da dialise, niveis elevados de ureia
e idade avangada foram significativamente associados a positividade para
HPgV-1. Estes achados enfatizam a hemodialise como um fator de risco
importante para a transmissao de HPgV-1, provavelmente exacerbado por
praticas hospitalares em unidades de didlise. E crucial implementar medidas
rigorosas de controle de infecgdo em ambientes de didlise e transplante para
mitigar a transmiss&o viral.

Embora o HPgV-1 seja geralmente considerado nao-patogénico, seu
potencial papel imunomodulador levanta questbes importantes sobre suas
implicagdes clinicas em receptores de transplante renal. A presenga do virus
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poderia influenciar o manejo clinico desses pacientes de varias maneiras: i) a
infeccdo por HPgV-1 poderia potencialmente alterar a resposta a terapias
imunossupressoras, necessitando ajustes na dosagem; ii) o efeito
imunomodulador do HPgV-1 poderia influenciar o risco de rejeicdo do enxerto
ou a susceptibilidade a infecgbes oportunistas; iii) a co-infecgdo com outros
virus, como HCV ou HIV, poderia ser modificada pela presenga de HPgV-1,
afetando o prognéstico geral.

Neste estudo o TTV foi detectado em praticamente todos os pools
avaliados por metagendmica viral. Os TTV tém sido estudados ao longo de
décadas como candidatos a marcador para uma infinidade de processos
patologicos, embora ainda ndo existam evidéncias de que possam estar
relacionados com nenhuma doenga humana.'”® Assim como observado no
presente estudo, onde foi possivel detectar contagens de reads superiores a
casa dos milhdes, alguns estudos de metagendmica observaram alta
contagem de reads desses virus no organismo de individuos pos-
transplantados  (6rgdos solidos) submetidos a intensa terapia
imunossupressora. A presenca desses agentes foi apontada como um
possivel marcador da funcdo do sistema imune. 144 173, 174

Um estudo em especial observou que em pacientes transplantados
renais a alta contagem de reads poderia ser utilizada como um preditor de
baixa imunidade e possibilitar prever o risco de infec¢des oportunistas nesses
pacientes, com uma antecedéncia de até trés meses.'”®

A dinamica da carga viral do TTV como um biomarcador do estado
imunolégico funcional estd ganhando forga na comunidade cientifica. A
replicacao do TTV é controlada principalmente pela imunidade celular, e sua
carga viral no plasma aumenta de forma inversamente proporcional a
intensidade da imunossupressao. Em receptores de transplante renal, um
aumento acentuado na carga viral de TTV tem sido correlacionado nao
apenas com um risco aumentado de infec¢gdes oportunistas, mas também com
um menor risco de rejeicdo do enxerto mediada por células T. Essa "balancga
imunologica" posiciona o monitoramento da carga de TTV como uma

ferramenta promissora para a personalizagao da terapia imunossupressora,
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permitindo titular a dose para um nivel que minimize tanto o risco de rejei¢cao
quanto o de infecgao. 76 177

Estudos mais recentes tém procurado estabelecer limiares
quantitativos para guiar a pratica clinica. Por exemplo, uma carga viral de TTV
persistentemente baixa ou indetectavel pode indicar uma imunossupressao
insuficiente, sinalizando um risco elevado de rejeicdo do aloenxerto.
Inversamente, cargas virais extremamente altas podem alertar os clinicos
sobre um estado de imunossupressdao excessiva, que precede O
desenvolvimento de infec¢gdes oportunistas graves, como as causadas por
CMV ou BKV. A possibilidade de utilizar o TTV como um meio de aferir
imunossupressao permite um ajuste mais dindmico e individualizado dos
regimes terapéuticos, afastando-se de protocolos baseados apenas em
dosagens de medicamentos e niveis séricos, que nao refletem o efeito
bioldgico liquido no sistema imune de cada paciente.’’8

O TTV, por sua vez, emergiu como o biomarcador funcional mais
promissor do "estado imune liquido" de um paciente. Sua replicagao é
estranhamente sensivel ao controle pelas células T. Quando a imunidade
celular esta robusta, a carga de TTV é baixa ou indetectavel. Quando a
imunossupressao farmacolégica atenua a fungao das células T, a replicagao
do TTV aumenta exponencialmente. Essa correlagado inversa e dinamica
permite 0 uso da carga viral de TTV como um “mensurador de
imunossupressao” personalizado. Niveis muito altos de TTV alertam para um
risco iminente de infecgdes oportunistas, enquanto niveis muito baixos
sinalizam um risco de rejeicdao. O monitoramento da carga de TTV oferece,
portanto, a possibilidade de titular a imunossupressdo de forma
individualizada, mantendo cada paciente em uma "janela terapéutica" segura,
um dos maiores objetivos da medicina de transplante personalizada.'”6 178

Ainda que em alguns pools tenha ocorrido a detecgdo de um virus do
género Varicelavirus, ndo foi possivel detectar a presengca do HHV-3 em
nenhum dos pacientes testados por gPCR. O unico virus, pertencente a este
género, capaz de produzir doenga em seres humanos é o HHV-3, além disso,
€ um agente frequentemente encontrado nesta populagdo. Deve-se destacar
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que a analise de bioinformatica no sequenciamento metagenémico € crucial
para a identificacdo precisa de alvos diagnésticos, mas ainda continua
desafiadora.'”® 8 |ogo, os resultados que obtivemos podem ser causados
por um erro de classificagado dos pipelines de bioinformatica.

A classificagédo taxondmica incorreta na metagendmica, especialmente
em niveis de espécie, € uma ocorréncia bem documentada e representa um
dos principais desafios na implementagdo clinica desta tecnologia.34 181
Estudos de benchmark demonstraram que a detecc¢ao de patdgenos virais de
baixa abundancia e infec¢gdes mistas permanece um desafio significativo,
sendo detectada por apenas 3 de 13 pipelines avaliados, com variagdes na
contagem de reads de virus-alvo em uma faixa de 2-3 log entre diferentes
pipelines, indicando diferengas substanciais nos limites de detecg&o.'®! Virus
do mesmo género, frequentemente compartilham regides gendmicas
conservadas, e a classificacdo baseada em similaridade nucleotidica pode
resultar em alinhamentos cruzados entre espécies relacionadas.'® Um
pipeline de bioinformatica pode alinhar reads de um virus (por exemplo, um
Varicelavirus ndo humano de baixa abundéncia ou um virus enddégeno
relacionado) a um genoma de referéncia proximo, como o do HHV-3,
resultando em uma classificagao positiva ao nivel de género, mas nao ao nivel
de espécie. Essa ambiguidade € exacerbada quando a cobertura do genoma
viral é baixa e as reads sao curtas, impedindo uma detecgao precisa. Estudos
demonstraram que classificadores taxondmicos apresentam diferentes
limiares padréo para detecgédo de sinais falso-positivos (de 0,01 a 0,5%),
resultando em dezenas (Bracken, MetaPhlAn2) ou mesmo milhares
(Centrifuge, CLARK, Kaiju, MMseqs2, PathSeq) de hits falso-positivos,
dependendo do workflow utilizado.8+ 183 A validagdo por qPCR, que utiliza
primers especificos para a espécie, serve como um padrao-ouro para
confirmar ou refutar essas descobertas metagendmicas preliminares, como
observado em nosso estudo. '8 185

Embora apresente alguns pontos técnicos que precisam ser
observados e ajustados, o emprego da metagendmica viabiliza a possibilidade
de realizar diagnosticos complexos. Como exemplo disso, destaca-se o relato
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de caso descrito por Wilson no ano de 2017. Naquele estudo, uma paciente
americana, transplantada renal, submetida a terapia imunossupressora,
apresentou alteragdes clinicas neuroldgicas e o diagnostico clinico classico
falhou em demonstrar o agente etiolégico que desencadeou essa
sintomatologia. Utilizando a técnica de metagendmica, foi possivel detectar no
liquor da paciente a presenga de reads do virus do Nilo Ocidental (detecgéo
que posteriormente foi confirmada por sorologia), fechando o diagnéstico de
meningoencefalite aguda pelo virus do Nilo Ocidental.86

Apesar da Febre do Nilo se apresentar como uma endemia nos
Estados Unidos durante o periodo do verao, a manifestagao clinica observada
nessa paciente ocorre em menos de 1% dos individuos infectados com o
virus, além disso, se tratando de uma paciente transplantada renal, as
suspeitas clinicas estardo voltadas preponderantemente para os agentes
classicos causadores de quadros neurologicos nessa populagdo. Estes
fatores, associados, justificam o motivo pelo qual o diagndstico classico falhou
em detectar um agente etiolégico para as manifestagdes clinicas da paciente.

A metagenbmica permitiu a detecgdo de um virus que anteriormente
nao havia nem sequer sido aventado como o possivel causador do quadro
clinico. Deste modo, reforcamos a relevancia da metagenédmica como uma
ferramenta de apoio diagndstico de extremo valor, especialmente em
populagdes com o sistema imunoldgico fragilizado, onde manifestagdes
clinicas mais exuberantes e raras podem ser desencadeadas por agentes
etioldgicos inesperados.

O poder diagnéstico da metagenémica, exemplificado pelo caso do
virus do Nilo Ocidental, reside em sua natureza agnostica, ou "sem hipdteses”.
Em cenarios clinicos complexos, como febre de origem desconhecida em
pacientes imunocomprometidos, a abordagem metagendmica supera as
limitacbes dos testes direcionados, que exigem uma suspeita clinica prévia.
Além do diagndstico, a metagendmica pode fornecer informagdes cruciais
sobre a diversidade genética do patdégeno, resisténcia a antivirais e a
presenca de coinfecc¢des, que podem influenciar diretamente o manejo clinico

e o0 prognostico do paciente. A implementagdo da metagendmica como uma
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ferramenta de "proxima geragao" para o diagndstico de doencgas infecciosas
esta se tornando cada vez mais viavel, embora desafios como o tempo de
resposta (turnaround time) e a interpretacdo de dados ainda precisam ser
otimizadas para uso rotineiro na clinica.86. 187

A discussao sobre a utilidade da metagendémica, exemplificada pela
deteccgao de agentes inesperados como o virus do Nilo Ocidental, transcende
o diagnéstico de casos raros. Ela aponta para uma mudanga de paradigma
na medicina de transplante: da abordagem reativa, baseada em sintomas,
para uma gestdo proativa e personalizada, fundamentada no perfil
microbiolégico unico de cada paciente. A capacidade da metagenémica de
fornecer um panorama completo e imparcial do viroma circulante € o alicerce
dessa transformacao, e dois fatores principais estao acelerando sua transigao
da pesquisa para a pratica clinica: a drastica redugao de custos e a superacao
da barreira do tempo de resposta.

A trajetdria de custos do sequenciamento de nova geracado (NGS) é,
talvez, o avango tecnolégico mais impactante na biologia molecular desde a
invencado da PCR. O custo para sequenciar um genoma humano, que era da
ordem de bilhdes de ddlares durante o Projeto Genoma Humano, caiu para
menos de $ 1.000 ddlares, e continua em declinio. Essa redugéo exponencial
se reflete diretamente na viabilidade da metagendmica clinica. Estudos de
custo-efetividade recentes demonstram que, embora o custo inicial de um
teste metagenodmico (variando de ~ $ 100 a $ 300 por amostra, dependendo
da plataforma como lllumina ou Nanopore) seja superior ao de um gPCR
individual, seu valor diagndstico abrangente pode levar a uma economia
liquida significativa. Ao identificar patégenos de forma rapida e precisa, a
metagendémica pode reduzir o uso de antibioticoterapia empirica de largo
espectro, diminuir o tempo de internacdo hospitalar e evitar a realizacdo de
multiplos testes diagndsticos direcionados e invasivos, que, somados,
ultrapassam frequentemente o custo de um Unico ensaio metagenémico. '8
189

Igualmente critica € a questdo do tempo de resposta (turnaround time

- TAT). Tradicionalmente, a metagendmica era vista como uma ferramenta de
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pesquisa, com um TAT de semanas, incompativel com as necessidades da
pratica clinica. No entanto, a otimizagao de protocolos de extragdo de acido
nucleico, a automacéao da preparacgao de bibliotecas e o desenvolvimento de
sequenciadores mais rapidos e plataformas de analise em nuvem mudaram
drasticamente esse cenario. Atualmente, fluxos de trabalho de metagenémica
rapida podem entregar resultados em menos de 24 horas, com alguns estudos
demonstrando um TAT de 7 a 10 horas. Isso se compara favoravelmente com
culturas microbiologicas, que podem levar de dias a semanas, e posiciona a
metagendmica como uma ferramenta viavel para o diagndstico de infecgdes
agudas, onde cada hora conta. A capacidade de obter um diagndstico
diferencial abrangente em um periodo clinicamente relevante € um divisor de
aguas, especialmente em pacientes imunocomprometidos com febre de
origem desconhecida.88. 190

A convergéncia da acessibilidade econbémica e da velocidade
diagndstica esta pavimentando o caminho para a verdadeira medicina de
precisao em virologia de transplante. O monitoramento longitudinal do viroma
de um paciente permite a criacdo de uma "linha de base" viral individual.
Desvios dessa linha de base — como o surgimento de um novo virus, ou uma
mudanca drastica na abundancia de um virus comensal como o TTV — podem
servir como um alerta precoce de alteragdes no estado imunoldgico ou de uma
infecgdo incipiente, antes mesmo do aparecimento de sintomas clinicos. Essa
abordagem permite intervengdes personalizadas: em vez de aplicar um
protocolo de reducdo de imunossupressao padrdao para todos os pacientes
com viremia por BKV, um clinico poderia tomar uma decisdo mais informada,
considerando a carga de TTV do paciente, a presenga de outros virus
imunomoduladores como o HPgV-1 e o perfil de resisténcia do BKV, todos
fornecidos por um unico teste metagenémico. Esta visao holistica transforma
0 manejo do paciente de uma série de decisdes isoladas para uma estratégia
integrada e personalizada, com o potencial de melhorar significativamente os
desfechos do enxerto e do paciente.!9" 192

A transigcdo da metagendbmica de uma ferramenta de pesquisa para

uma tecnologia diagndstica clinica rotineira esta sendo acelerada por marcos
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regulatorios significativos e validagdes clinicas robustas. O reconhecimento
da FDA americana, que concedeu a designagao de "breakthrough device"
para ensaios metagenémicos automatizados em 2023, sinaliza a maturidade
tecnoldégica desta abordagem diagnéstica (Tan et al., 2024). Estudos de
validagcédo clinica demonstraram que ensaios metagenémicos totalmente
automatizados podem alcancgar sensibilidade de 93,6%, especificidade de
93,8% e acuracia de 93,7% comparado ao RT-PCR multiplex padrao-ouro,
com capacidade de detecgao de patdgenos respiratorios virais em menos de
24 horas.% Este desempenho, combinada com a capacidade de descoberta
de virus novos e divergentes por algoritmos de montagem de novo, posiciona
a metagendmica nao apenas como uma ferramenta diagndstica superior, mas
também como um sistema de vigilancia epidemioldgica essencial para a
preparagcao pandémica.

A integracdo da inteligéncia artificial (IA) e aprendizado de maquina
esta revolucionando a interpretagdo de dados metagendmicos, superando
uma das principais barreiras para implementacao clinica. Algoritmos de IA
aplicados a dados metagendmicos demonstraram capacidade de melhorar
significativamente a acuracia diagnostica, superando biomarcadores
tradicionais baseados em espécies ou SNVs, e oferecendo insights preditivos
sobre resisténcia antimicrobiana, viruléncia e resposta terapéutica.93 194, 195,
196 Modelos de aprendizado de maquina derivados de metagenomas estio
sendo desenvolvidos para aprimorar a compreensao preditiva e interpretacao
diagnodstica de condigdes clinicas complexas, transformando dados brutos de
sequenciamento em informacgbes clinicamente acionaveis de forma
automatizada.'®” Esta convergéncia entre metagenémica e |IA promete nio
apenas acelerar o diagndstico, mas também habilitar uma medicina de
precisao verdadeiramente personalizada, onde o perfil microbioldgico unico
de cada paciente orienta decisdes terapéuticas especificas.

O mercado global de sequenciamento metagenémico reflete esta
transformacao tecnolégica, com projecbes de crescimento de USD 2,12
bilhbes em 2024 para USD 16,81 bilhdes até 2033, representando uma taxa
de crescimento anual composta de 22,17%.1%8 199 Esta expansdo é
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impulsionada ndo apenas pela reducio continua de custos, mas também pela
crescente demanda por medicina personalizada e pelo reconhecimento do
valor diagndstico abrangente da metagenémica. Estudos de implementacéo
em paises de baixa e média renda demonstram que o investimento em
metagendmica clinica pode representar uma estratégia transformadora para
melhorar a saude publica global, especialmente em contextos onde recursos
diagnosticos convencionais s&o limitados.'"*

A padronizagao de protocolos metagendmicos representa o préximo
marco critico para implementagdo clinica em larga escala. Iniciativas
internacionais estdo desenvolvendo diretrizes consensuais para extracdo de
acido nucleico, preparagao de bibliotecas, parametros de sequenciamento e
pipelines de bioinformatica, visando garantir a comparabilidade entre
laboratérios e a reprodutibilidade de resultados.?®' A automacao completa de
workflows, desde a preparagcado da amostra até a interpretacado de resultados,
esta eliminando a variabilidade técnica e reduzindo a necessidade de
competéncia especializada, tornando a metagenbmica acessivel a
laboratérios clinicos de rotina.?%? Populacdes de alto risco, como receptores
de transplantes, pacientes oncologicos e individuos criticamente enfermos,
representam alvos praticos ideais para implementar a metagendémica clinica
como padrao de cuidado, onde o valor diagndstico justifica o investimento
tecnolégico e onde intervengdes precoces podem ter impacto significativo nos
desfechos clinicos.

O futuro da metagenbmica clinica sera caracterizado pela
implementacgao de sistemas de monitoramento longitudinal integrado, onde o
perfil microbiolégico de cada paciente sera continuamente atualizado e
comparado com sua linha de base individual. Esta abordagem permitira a
deteccao precoce de alteragcdes microbiologicas antes do aparecimento de
sintomas clinicos, habilitando intervengbes preventivas personalizadas. A
combinagdo da metagendmica com outras tecnologias emergentes, como
sensores wearables para monitoramento continuo de biomarcadores e
sistemas de |A para analise preditiva, criara um ecossistema de saude digital

onde o diagndstico molecular personalizado se tornara a norma, ndo a
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excecdo. A medida que estas tecnologias convergem e se tornam mais
acessiveis, a metagenOmica esta posicionada para transformar
fundamentalmente a pratica da medicina infecciosa, estabelecendo um novo
paradigma de cuidado proativo, personalizado e baseado em evidéncias

moleculares em tempo real.
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7. CONCLUSAO

O presente estudo contribui para o conhecimento do viroma circulante
em receptores de transplante renal do Distrito Federal através da aplicagao
da metagendbmica e o sequenciamento de nova geragao, oferecendo
informagdes sobre a deteccdo viral e limitagdes metodoldgicas. A analise
metagendmica de 100 pacientes transplantados renais permitiu a detecgao de
multiplos virus clinicamente relevantes, incluindo virus Epstein-Barr (EBV),
citomegalovirus (CMV), poliomavirus BK (BKV) e Pegvirus humano do tipo 1
(HPgV-1), com prevaléncias, para os agentes mais relevantes, que se
encontram dentro da faixa reportada na literatura internacional, confirmando
a relevancia destes patdégenos na populagdo estudada e validando a
aplicabilidade da metodologia metagenémica para detecgdo viral em
transplantados renais.

Vislumbrando perspectivas futuras, a reducao continua de custos e
melhorias tecnologicas podem tornar esta abordagem mais acessivel. A longo
prazo, a implementacdo da metagendmica promete contribuir para o cuidado
de transplantados através da medicina de precisdo viral, onde o
monitoramento longitudinal do viroma individual permitira a criagdo de "linhas
de base" virais personalizadas. Desvios dessas linhas de base podem
sinalizar alteracbes no estado imunoldégico antes do aparecimento de
sintomas clinicos, possibilitando intervengdes preventivas personalizadas que
otimizem o equilibrio entre prevencédo da rejeicdo e minimizagdo do risco
infeccioso com base no perfil viral Unico de cada paciente.

Em um cenario futuro, seria possivel vislumbrar a caracterizagcao
completa do viroma tanto do doador quanto do receptor realizada
rotineiramente antes do transplante renal. Esta abordagem preditiva
representaria uma mudancga paradigmatica de uma medicina reativa para uma
estratégia proativa e personalizada, baseada no conhecimento detalhado do
perfil viral pré-existente. Assim, a metagenémica permanece uma ferramenta
promissora para diagnéstico viral em transplantados, mas sua implementagao

clinica rotineira ainda requer desenvolvimento adicional de protocolos
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padronizados, validacdo extensiva e superacdo de desafios técnicos
documentados neste estudo. Caso estas etapas sejam vencidas, o futuro da
virologia de transplante sera caracterizado pela integragdo harmoniosa entre
tecnologias avangadas, medicina personalizada e cuidado humanizado, onde
cada paciente recebera um manejo verdadeiramente individualizado que
otimize ndo apenas a sobrevida do enxerto, mas também sua qualidade de

vida a longo prazo.
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Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Mdmero do Parecer: 2.672.228

Apresentacao do Projeto:

M0Os Herpesvirus Humanos (HHVs) integram a familia Herpesviridae. Tem como Unico hospedeiro o homem,
possui uma grande difusdo latente, uma vez que ocorre a infecgdo, perdura no organismo do individuo por
toda sua vida de forma latente ou litica. A familia Herpesviridae e cormposta por 3 subfamilias, -herpesviridae
(Herpesvirus simples tipo | e || (HHV | @ HHV 1l) & Virus da Varicela Zoster (VZV ou HHV-3)), — herpesviridae
(Citomegalovirus (CMV ou HHV-5), Herpesvirus tipo 6 (HHV-6) e Herpesvirus tipo 7 (HHV-7)) e —
herpesviridae (Virus Epstein-Barr (EBV ou HHV-4) e Herpesvirus tipo 8 (HHV-8)). Os HHVs sao particulas
virais constituldas capsideo icosaedrico com genoma de DNA dupla fita, tegumento de estrutura fibrilar e
envelope constituido por bicamada lipidica de origem celular e glicoproteinas virais. Os HHV's sdo agentes
patogénicos que causam infecgdes oportunistas e de forma generalizada, em individuos com sistema
imunolégico comprometido, como por exemplo, receptores de aloenxertos renais, por meio da reativagao
viral. Os individuos que fazem uso de imunossupressores, principalmente nos primeiros periodos apés o
transplante, por haver administragdo de doses maiores desses medicamentos, estdo vulneraveis a
reativagdo dos HHVs latente, podendo causar quadros clinicos comprometedores, diversas sindromes,
inflamacdes, interacdes com outros virus, mielite, hepatite, rejeicac do aloenxerto e ate mesmo morte do
paciente. Os HHVs mais relevantes para esse grupo de individuos sdo: HHV-4 ou EBY, CMV ou HHV-5,
HHV-6, HHV-T e HHV-8. O objetivo do estudo e investigar a presenga dos Herpesvirus Humanos mais
relevantes (EBV, CMV, HHV-6, HHV-7 e HHV-B) em individuos
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imunocomprometidos submetidos a transplante renal no Hospital Universitario de Brasilia a partir da analise
sorologia e/fou molecular de 250 amostras de sangue de pacientes submetidos a Transplantes renais do
Hospital Universitario de Brasllia, colhidas em exames de rotina. A pesquisa ndo acarretara riscos para os
pacientes e o5 mesmos serdo submetidos a TCLE, como um convite aos possiveis participantes. Serdo
incluldas amostras de pacientes transplantados renais, maiores de 18 anos e de ambos os sexos. Serdo
excluidos pacientes menores de 18 anos. Sera realizada andlises sorolégicas por meios da deteccio de
anticorpos de fase aguda (lgM) ou crdnica (IgG) por meio de Kit de ELISA, Imunofluorescéncia, aglutinacdo
ou outras técnicas imunoldgicas e testes moleculares por meio de Reag8o em cadeia da polimerase (PCR)
para detecgdo de DNA viral por meio do PCR convencional, Mested-PCR ou PCR em tempo real.”

Objetive da Pesquisa:

- Investigar a presenca dos Herpesvirus Humanos mais relevantes (EBV, CMV, HHV-8, HHV-T7 & HHV-8) em
individuos imunocomprometidos submetidos a transplante renal no Hospital Universitario de Brasilia,

- Realizar analise sorolégica efou molecular de 250 amostras de sangue, de pacientes submetidos a
transplantes renais do Hospital Universitario de Brasilia, colhidas em exames de rotina para verificar a
presenca viral de EBV, CMV, HHV-6, HHV-7 & HHV-8.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os resultados obtidos neste estudo irdo auxiliar no entendimento do efeito da reativagao viral, sua
problematica e suas possiveis consequéncias na sadde do paciente transplantado e a prevaléncia desse
virus nessa populacio. A coleta das amostras utilizadas neste trabalho oferece poucos riscos aos pacientes,
como casos de hematomas e pequenos sangramentos no local da pungdo venosa. No caso de hematoma, o
individuo serd orientado a fazer compressas de gelo no local por 15 minutos durante as primeiras horas
apds a pungdo. Mo caso de sangramentos, o individuo sera orientado a pressionar o local por um minuto
com algodio e sera fornecide um curativo pés-puncgdo para conter o sangramento. No momento do exame
de rotina o profissional responsavel pela coleta contara com um tubo adicional que sera destinado a
pesquisa. Em relagdo aos resultados obtidos no decorrer da pesquisa, caso haja a identificagdo de
reativagao de algurm agente viral identificado, o médico responsavel pelo acompanhamento do individuo
transplantado sera comunicado. O médico comunicara o paciente e utilizara o resultado para direcionar o
seu tratamento de forma mais especifica. Ainda, os resultados serfo mantidos de forma confidencial, e as
amostras serdo identificadas numericamente de forma que os individuos nao serao
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reconhecidos por pessoas externas a pesquisa.

Beneficios:

Os resultados obtidos neste estudo ir8o auxiliar no entendimento do efeito da reativagao viral, sua
problematica e suas possiveis consequéncias na saude do paciente transplantiado e a prevaléncia desse
virus nessa populagdo.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um Trabalho de conclusdo de curso da aluna Ananda Kadja Cunegundes Santos Barbosa sob a
orientagdo do Prof. Rodrigo Haddad, da FCE/UnB, e da colaboragdo externa do Dr. Svetoslav Nanev Slavov
do Centro Regional de Hemoterapia de Ribeirdo Preto. Serd composta por uma amostra de sangue de 250
pacientes.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:
Todos os documentos foram adequadamente apresentados.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
M&o ha pendéncias

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Protocolo de pesquisa em consondncia com a Resolugdo 466/12 do Conselho Nacional de Salde. Cabe
ressaltar que compete ao pesquisador responsavel: desenvolver o projeto conforme delineado; elaborar e
apresentar os relatdrios parciais e final; apresentar dados solicitados pelo CEP ou pela CONEFP a gualquer
momento; manter os dados da pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob sua guarda e responsabilidade,
por um periodo de 5 anos apés o término da pesquisa; encaminhar os resultados da pesquisa para
publicagdo, com os devidos créditos aos pesquisadores associados e ao pessoal técnico integrante do
projeto; e justificar fundamentadamente, perante o CEP ou a CONEP, interrupg¢ao do projeto ou a nao
publicagdo dos resultados.

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagio
Informagdes Basicas | PB_INFORMACOES_BASICAS DO_P | 23/05/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1052151.pdf 15:40:06
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Recurso Anexado respostaCEP.pdf 23/05/2018 |Rodrigo Haddad Aceito

pelo Pesquisador 15:39:38

Projeto Detalhado / | ProjetoHHV pdf 23/05/2018 |Rodrigo Haddad Aceito

Brochura 15:38:33

Investigador

TCLE / Termos de | TCLE.pdf 23/05/2018 |Rodrigo Haddad Aceito

Assentimento / 15:37:50

Justificativa de

Auséncia

Outros termoproponente. pdf 27/02/2018 |Rodrigo Haddad Aceito
14:54:24

Orgamento planilha_orcamento.pdf 270212018 |ANANDA KADJA Aceito

09:01:21 |CUNMEGUNDES
SANTOS BARBOSA

Cronograma cronograma. pdf 27/102/2018 |ANANDA KADJA Aceito
09:00:43 |CUNEGUNDES
SANTOS BARBOSA

Qutros Termo_de_responsabilidade_pesquisad | 27/02/2018 |ANANDA KADJA Aceito
or.pdf 09:00:04 JCUNEGUNDES
SANTOS BARBOSA
Qutros carta_de_encaminhamento. pdf 270212018 |ANANDA KADJA Aceito

08:58:31 |CUNMEGUNDES
SANTOS BARBOSA

Qutros curriculo_svetoslav. pdf 270212018 |ANANDA KADJA Aceito
08:58:28 |CUNEGUNDES
SANTOS BARBOSA

Outros curriculo_rodrigo. pdf 27/102/2018 |ANANDA KADJA Aceito
08:57:44 |CUNEGUNDES
SANTOS BARBOSA

Qutros curriculo_ananda.pdf 27/02/2018 |ANANDA KADJA Aceito
08:56:41 |CUNEGUNDES
SANTOS BARBOSA

Qutros termo_de_ciencia_instituicao_co.pdf 19/02/2018 |ANANDA KADJA Aceito
22:08:21 |CUMEGUNDES
SANTOS BARBOSA

Qutros termo_de_concordancia_institu.pdf 19/02/2018 |ANANDA KADJA Aceito
22:07:42 |CUNEGUNDES
SANTOS BARBOSA

Folha de Rosto folna_de_rosto. pdf 07/02/2018 |ANANDA KADJA Aceito
09:35:58 |CUNEGUNDES
SANTOS BARBOSA

Situacdo do Parecer:
Aprovado

MNecessita Apreciagdo da CONEP:
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BRASILIA, 23 de Maio de 2018

Assinado por:

Dayani Galato
(Coordenador)
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ANEXO B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

| 4

Universidade de Brasilia — Faculdade de Ceilandia

Termo de Consentimento Livre ¢ Esclarecido - TCLE

Convidamos o(a) Senhor(a) a participar do projeto de pesquisa AN ALISE SORO MOLECULAR DE
HERPESVIRUS HUMANO EM PACIENTES TRANSPLANTADOS RENALIS, sob a responsabilidade do
pesquisador Prof. Rodrigo Haddad. Os herpesvirus humanos ¢ uma familia de virus que podem infectar
humanos a qualquer momento da vida através de fluidos contaminados e até mesmo através do transplante
renal. Logo apods a infecgio alguns pacientes podem ter alguns sintomas e depois o virus pode entrar em
estado de laténcia (ndo se multiplica e ndo causa nenhum sintoma). Porém, em alguns individuos que
possuem o sistema imunologico comprometido, pode ocorrer a reativagdo desses virus, levando ao
desenvolvimento de sintomas (febre, lesdes de pele, pneumonias, entre outros), dependendo do tipo de
herpesvirus que reativar. No caso de pessoas que passaram pelo transplante de rim, & necessario tomar
medicamentos que evitem que o proprio sistema imunologico rejeite o rim recebido. Esses medicamentos
fazem que o sistema imunologico fique um pouco comprometido, possibilitando a reativagio dos
herpesvirus e consequentemente a aparicio de sintomas relacionados a esses virus. Dentre eles, os que
podem causar maiores problemas aos transplantados sdo: Citomegalovirus. Virus Epstein Barr e os
Herpesvirus tipo 6, 7 e 8. A descoberta da presenca desses virus podera ajudar na implantagio de protocolos
de tratamento que ajude os pacientes que receberam o transplante de rim.

O objetivo desta pesquisa & avaliar a presenga dos virus Herpesvirus humanos que podem causar
problemas importantes nos pacientes que passaram por transplante de rim.

O(a) senhor(a) receberd todos os esclarecimentos necessarios antes e no decorrer da pesquisa e lhe
ASSEEUIAmMOs {ue seu nome ndo aparecera sendo mantido o mais rigoroso sigilo pela omissio de quaisquer
informacgdes que permitam identifica-lo(a), com excecio do seu médico, que utilizara o resultado para lhe
indicar o melhor tratamento.

A sua participagdo se dard por meio de doagdo de um tubo de sangue que sera colhido no brago
durante 0 momento em que vocé for fazer a coleta de sangue para seus exames de rotina. Como a colheita do
sangue sera realizada quando vocé for fazer seus exames de sangue, nio havera necessidade de ficar mais
tempo no hospital, a ndo ser aquele tempo que vocé ja ficaria para aguardar a coleta dos seus exames de
rotina. Vocé ndo serd submetido a nenhum procedimento adicional. Nao havera nenhum incémodo adicional
caso aceite participar da pesquisa. O Unico incomodo sera o da picada da agulha, ao qual vocé ja se
submeteria durante a coleta de sangue para realizacdo de seus exames de rotina.

Ha poucos riscos decorrentes de sua participagio na pesquisa, como alguns casos de hematomas e
sangramentos no local da pungio. Para minimizar esse problema, as pessoas que fazem a coleta de sangue
em seu brago fardo a orientagdo de como proceder. No caso de hematoma, vocé devera fazer compressas de
gelo no local por 15 minutos durante as primeiras horas apés a pungio. No caso de sangramentos, vocé
devera a pressionar o local por um minuto com algoddo e serd fornecido pelo profissional um curativo para
conter o sangramento. Se vocé aceitar participar, estard contribuindo para entender quais herpesvirus podem
reaparecer em pacientes que tomam medicamentos para evitar a rejei¢do do rim recebido.

Ofa) Senhor(a) pode se recusar a responder {ou participar de qualquer procedimento) qualquer
questio que lhe traga constrangimento, podendo desistir de participar da pesquisa em qualquer momento
sem nenhum prejuizo para o(a) senhor(a).

Nio hd despesas pessoals para o participante em qualquer fase do estudo. Também nio hi compensagio
financeira relacionada a sua participagiio, que serd voluntaria. Se existir qualquer despesa adicional relacionada
diretamente & pesquisa (tais como, passagem para o local da pesquisa, alimentacio no local da pesquisa ou
exames para realizagdo da pesqmsa] a mesma sera absorvida pelo orgamento da pesquisa.

Os resultados da pesqulsa serdo divulgados na Universidade de Brasilia- Faculdade de Ceilandia
podendo ser publicados posteriormente. Os dados e materiais seriio utilizados somente para esta pesquisa e
ficardo sob a guarda do pesquisador por um periodo de cinco anos, apds isso serdo destruidos.

Se ofa) Senhor(a) tiver qualquer divida em relacio & pesquisa, por favor telefone para:/ Prof.
Rodrigo Haddad, na Faculdade de Ceilindia no telefone 61 31078437 (laboratorio de Andlises Clinicas da
Faculdade de Ceilindia), disponivel inclusive para ligagdo a cobrar. Pode tentar contato também pelo e-mail:

haddad@unb.br.
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Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ceilandia (CEP/FCE)
da Universidade de Brasilia. O CEP ¢ composto por profissionais de diferentes areas cuja funcio ¢ defender
os interesses dos participantes da pesquisa em sua integridade e dignidade e contribuir no desenvolvimento
da pesquisa dentro de padrdes éticos. As dividas com relagio a assinatura do TCLE ou os direitos do
participante da pesquisa podem ser esclarecidos pelo telefone (61) 3107-8434 ou do e-mail
cep.feef@gmail.com, hordrio de atendimento das 14h:00 as 18h:00, de segunda a sexta-feira. O CEP/FCE se
localiza na Faculdade de Ceilindia, Sala AT07/66 — Prédio da Unidade de Ensino e Docéncia (UED) —
Universidade de Brasilia - Centro Metropolitano, conjunto A, lote 01, Brasilia - DE. CEP: 72220-900.

Caso concorde em participar, pedimos que assine este documento que foi elaborado em duas vias,
uma ficard com o pesquisador responsavel e a outra com o Senhor(a).

Nome / assinatura

Pesquisador Responsavel
Nome e assinatura (deve ser a original)

Brasilia, _ de de
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Abstract

Human Pegivirus Type 1 (HPgV-1), a ubiquitous commensal virus, has been recently suggested as a marker of immuno-
logic function. There is scarce data for the presence, genotypes, and molecular charactenistics of HPgV-1 among kidney
transplant recipients. Therefore, the objective of this study was to examine the prevalence and the molecular characteristics
{cycle threshold, genotypes) of this viral infection among kidney transplant recipients from the Brasilia, Federal District of
Brazil. HPgV-1 RNA detection in the plasma was assessed by RT-gPCR. Positive samples were submitted to sequencing
and phylogenetic analysis of the 5'-UTR portion of the viral genome. The estimated HPgV-1 prevalence among renal-
transplant recipients was 20%. The performed phylogenctic inference revealed that the most frequent genotype among
these patients was HPgV-1 genotype 2 (78.9%) presented by its two subgenotypes (2 A and 2B), followed by genotypes
1 and 3 (10.5% each). This study presents new data about the HPgV-1 circulation and molecular characteristics among
kidney transplant recipients from the Federal District of Brazil. Further work is fundamental to examine the effect of

HPgV-1 among paticnts with immunological suppression, including kidney transplant recipients.

Keywords HPgV-1 - Kidney transplant recipients - Genotype - Frequency

Responsible Editor: Luis Augusto Nero.

=1

[

Rodrigo Haddad
haddadi@unb. br

Center for Tropical Medicine, University of Brasilia, Federal
District, Brasilia, Brazl

Molecular Diagnostics Laboratory, University Hospital of
Brasilin EBSERH, Federal District, Brasilia, Brazil

Blood Center of Ribeirio Preto, Faculty of Medicine of
Ribeirio Preto, University of Sio Paulo, Ribeirio Preto, Sio
Paulo, Brazil

Department of Genetics, Faculty of Medicine of Ribeirio
Preto, University of Sdo Paulo, Ribeirio Preto, Sio Paulo,
Brazil

Campus of Ceilindia, University of Brasilia, Federal District,
Brasilia, Brazil

National Institute for Science and Technology for Health
Technology Assessment, Porto Alegre, RS, Brazil

Butantan Institute, Sdo Paulo, Brazl

Campus Universitario - Centro Metropolitano— DF, Ceilandia
Sul, Brasilia, DF CEP: 72220-275, Brazil

Published online: 21 August 2024

Introduction

Human Pegivirus Type 1 (HPgV-1), formerly known as
GBV-C or hepatitis G virus, is a single-stranded positive
RNA virus belonging to the Pegivirus genus of the Flavi-
viridae family. The HPgV-1 genome contains approximately
9,400 nucleotides that encompass a single open reading
frame (ORF) located between the untranslated regions
(UTRs) at the 5’ and 3’ ends of the genome. The RNA trans-
lation results in the synthesis of a single polyprotein of
approximately 3,000 amino acid residues which is cleaved
into two structural proteins (envelope proteins E1 and E2)
and six non-structural (NS) ones (NS2, NS3, NS4A, N54B,
NS35A, and NS5B) [1]. Taxonomically, HPgV-1 is divided
into seven genotypes that show specific geographic ende-
micity based on the phylogenetic analysis of the 5 UTR and
E2 genomic regions of HPgV-1 [2].

Initially, the HPgV-1 was detected in patients suffering
from acute hepatitis and was thought that is a cause of this
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disease named therefore Hepatitis type G. However, the
association with hepatic disease or other acute clinical con-
dition in humans has not been proven over the years, and
currently the scientific community believes that HPgV-1
is a commensal virus due to its widespread in the human
population [3]. Studies indicate that approximately 750 mil-
lion people worldwide are infected with HPgV-1. HPgV-1 is
cfficiently transmitted parenterally, sexually and vertically
[4]. Therefore, higher prevalence is observed in individuals
who have been submitted to multiple transfusions includ-
ing high levels of parenteral exposure, human immunodefi-
ciency virus (HIV-1), HCV (hepatitis C virus), and Hepatitis
B virus (HBV) and in transplant recipients [5-8].

Recently, several studies have evaluated the presence of
the HPgV-1 RNA as a co-infection with HBV, Ebola, and
especially HIV [8-11]. In HIV-infected individuals, HPgV-1
viremia appears to be associated with better outcomes, such
as reduced HIV viral load, better response to antiretrovirals,
lower rates of vertical transmission, and slower progression
to AIDS [10, 11]. It is believed that the better outcome
HIV-infected patients harboring HPgV-1 is due to immu-
nomodulatory effects of the latter [10]. Some studies were
conducted to observe whether these immunomodulatory
events influence the outcome of the HPgV-1 infected kid-
ney recipients, since these patients are submutted to speaific
immunosuppression schemes for graft maintenance [12,
13]. Until now, there 1s no association between HPgV-1 and
transplantation outcome.

Although there are various studies about the influence
of HPgV-1 on renal transplantation, there 1s no information
about the HPgV-1 genotypes that circulate among patients
with kidney transplantation. In our previous survey that used
viral metagenomics to characterize the virome of kidney
transplant recipients from Central-West Brazil, we observed
a high abundance of sequence reads that belonged to HPgV-
1. This raised serious concerns about HPgV-1 frequency and
genotypes that circulate among patients submitted to renal
transplantation.

Fig. 1 Geographic localization

of the studied region from where

kidney transplant recipients were

recruited within Brazil and South .
America. Kidney transplant / - Ao
recipients treated at the Univer-
sity Hospital of Brasilia, Federal
District, Brazil were included in
this study
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Materials and methods
Kidney transplant recipients and sample collection

Between June 2018 and August 2021, 95 kidney transplant
recipients (54 men and 41 women) treated at the University
Hospital of Brasilia, Federal District, Brazil (Fig. 1) were
included in this study. Briefly, 5 mL of total blood was col-
lected in EDTA sterile vacutainers (Vacuette, Greiner Bio-
One, Americana, Sio Paulo, Brazil) and after low-speed
centrifugation (1931xg, 10 min) the plasma was separated
and stored at -80 °C until use. The study was approved by
the Research Ethics Commuittee of the Faculty of Ceilandia,
University of Brasilia, Distrito Federal, Brazil (CEP-FCE/
UnB. CAAE #3811718.8.0000.8093).

All participants provided signed informed consent forms
before sample collection. Prior to transplantation and annu-
ally post-transplantation, all paticnts underwent testing for
HIV and HCV. None of the patients included in this study
were infected with HCV and/or HIV. Furthermore, viral
metagenomic analysis revealed the absence of HIV, HCV,
or HBV reads, reinforcing the absence of these infections
among the patients. The imvestigation was initiated duc to
the notable abundance of HPgV-1 sequence reads observed
in the viral metagenomics analysis. Imitially, samples were
subjected to viral metagenomics, which revealed a signifi-
cant prevalence of HPgV-1 sequence reads in the majority of
sample pools. Out of the 19 tested sample pools, 14 exhib-
ited the presence of HPgV-1 sequence reads. This prompted
a more detailed mvestigation into this viral agent within
the patient group, particularly considering the limited data
available in the Federal District of Brazil and globally. Sub-
sequently, all individual samples that composed the pools
were tested for the presence of HPgV-1 RNA by RT-gPCR
and sequenced to study the viral genotypes.
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Viral RNA extraction and HPgV-1 detection by RT-
qPCR

Viral nucleic acids were automatically extracted
using EXTRACTA Kit FAST-DNA and RNA Viral in
EXTRACTA 32 equipment (Loccus, Brazil) following the
manufacturer’s instructions. HPgV-1 RNA was detected by
RT-qPCR, applying the GoTaq® 1-Step RT-gPCR System
kit (Promega, Madison, Wisconsimn, USA) following the
manufacturer’s protocol. The cyeling consisted of 1 cycle of
reverse transcription (RT) for 40 min at 40°C; inactivation
of Reverse Transcription (RT)/start of denaturation (1 cycle)
for 2 min at 95°C; amplification for 40 cycles of 95°C for 15
s and 60°C for 1 min. The following primers and probe cor-
responding to 5” UTR of the viral genome were used: RTG1
5 -GTGGTGGATGGGTGATGACA-3" (forward), RTG2
5-GACCCACCTATAGTGGCTACCA-3" (reverse) and
NFQ 5-FAM-CCGGGATTTACGACCTACC-3" (hydro-
lytic probe) [14].

Amplification of HPgV-1 5°-UTR by RT-nested PCR

After the confirmation of HPgV-1 positive samples, the
5"-UTR region of the virus genome was amplified for further
genotyping. Initially, the reverse transcription (RT) was per-
formed using High-Capacity ¢cDNA Reverse Transcription
enzyme (Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts,
USA) according to the manufacturer’s recommendations
using the primer GUTR.RO1 (*5- AATGCCACCCGCCCT
CA-3"). The nested-PCR protocol was adapted from previ-
ous studies [15, 16]. In brief, both rounds of nested-PCR
were performed in a 50 pL reaction containing 5 pL ¢cDNA
(the first reaction product was used for the second round), 1
* PCR buffer, 1.5 mMMgCl,, 400 nM of each primer, 200
uM of dNTPs and 1.25U/reaction of recombinant Tag DNA
polymerase (Thermo Fisher Scientific, Sdo Paulo, Brazil).
For the first reaction, GUTR.FO1, 5" -GGTTGGTAGGTCG
TAAATCCCG -3’ (forward primer) and GUTR.RO1, 5'—A
TGCCACCCGUCCTCA— 3" (reverse primer) were used.
For the second reaction, the GUTR.F02 5'—GTAGGTCG
TAAATCCCGGTCA -3 (forward primer) and GUTR.R02
5" —CGAAGGATTCTTGGGCTACC — 3" (reverse primer)
were used. Nested-PCR reactions were performed in Veriti
96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems, Waltham,
Massachusetts, USA). For both rounds of nested-PCR the
following protocol was used: denaturation at 95 °C for
5 min, followed by 35 cycles of 95 °C for 30 s (40 cycles for
second reaction), 55 °C for 30 s and 72 °C for 1 min. A final
extension at 72 *C for 10 min was used. The Nested-PCR
products (379-nucleotide band) were detected by agarose
gel (2.0%) electrophoresis stained with ethidium bromide

and visualized under ultraviolet (UV) illumination in an
L-PIX TOUCH instrument (Loccus, So Paulo, Brazil).

Phylogenetic analysis of HPgV-1

The 5°-UTR sequencing was performed m the ABI 3500 XL
DNA sequencer, using BigDye™ Terminator v 3.1 Cycle
Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific, Sio Paulo, Bra-
zil) with the following protocol: 95°C for 1 muin for mnitial
denaturation and 25 cycles of 96°C for 10 s, 50°C for 5 s,
and 60°C for 4 min.

The obtained electropherograms were mitially analyzed
using BioEdit (Ibis Therapeutics, Carlsbad, CA). For refer-
ence HPgV-1 sequences we obtained 71 complete genomes
from the GenBank using the key words GBV-C, hepatitis
G, Human pegivirus — | and complete genome. To align the
sequences, we used MAFFT software [17] and the obtained
alignment was manually edited using Aliview [18]. Max-
imume-likelithood trees were reconstructed using 1Q-TREE
software [19] with bootstrap support of 1,000 replicates.
The most adequate substitution model was determined by
using ModelFinder Plus (MFP). Finally, Figiree software
was used for tree visualization and for phylogenetic signal
analysis [20].

Statistical analysis

The online tool http://www.winepi.net was used to calculate
the prevalence of HPgV-1 RNA found in our study and the
estimated true prevalence considering the total number of
kidney transplantations performed in the University Hospi-
tal of Brasilia until August 2021. To do this, we considered
the perfect sensitivity and specificity for the used diagnostic
test for HPgV-1 RNA detection. Student’s t-test was used to
compare age mean and Fisher's exact test was used to com-
pare HPgV-1 RNA prevalence between male and female.

Results

Blood samples were obtained from 95 kidney transplant
recipients, of which 54 were male (56.8%) and 41 were
female (43.2%) with a mean age of 45.3 years (+ 14.1 years).
The mean age was 47.5 (+ 12.6 years) years for male and
43.2 (+15.4 years) for female patients. No difference was
observed between male vs. female mean age (p=0.1708).
Initially, the samples were pooled (5 samples/pool) and
evaluated by viral metagenomics. From 19 pools, 14 pools
presented positivity for HPgV-1 RNA (unpublished data).
Then, the positive pools { 70 samples) were separately tested
for HPgV-1 RNA by RT-qPCR. The estimated HPgV-1 fre-
quency was 20% (n=19/95, mean age 41.6, range +12.9).
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Table 1 Studied population and HPgV-1 RNA prevalence

Gender Male Female Total Estimated
true preva-
lenece (CI:
05%) **

N 54 41 95 ——-

(56.8%) (43.2%)  (100%0)
Age mean (£5D) 47.5 432 453 ——-
(126" (1547 (=141
HPgV-1 RNA + T(13%)" 12 19(20%) 13.1-
(20.3%)F = 26.9%**
Age Mean (+5D) 423 412 41.6 —_—
(7.6  (129F (£12.9)

SD: Standard deviation: CI: confidence interval

*Apparent prevalence observed in this study

**Estimated true prevalence considering 352 kidney transplant
recipients

* Student’s t-test: p=0.1T08

" Fisher's exact test: p=00685

¢ Student’s t-test: p=0.8405

Table 2 Prevalence of HPgV-1 RNA by age groups and time after kid-
ney transplantation

HPgV-1 RNA prevalence by age group Results
18-29 years 316 (18.8%)
30-39 years 4715 (26.6%)
4049 years 621 (28.5%)
50-59 years 529(17.2%)
=60 years 1714 {7.1%)
Total 19/95 (20%0)
HPgV-1 RNA prevalence by time after Kidney Results
transplantation

< 1 year 1714 {7.1%0)
1-3 years 24 {25%)
46 years 622 (27.3%)
79 years 627 (22.7%)
> 10 years 076 (0.0%)
NA 072 {0.0%)
Total 19/95 (20%)

*NA: not available

The positive samples presented a mean cycle threshold of
27.62 (+ 3,86). Despite the absence of statistical significance
(p=0.0695), the prevalence of HPgV-1 RNA was higher in
females compared to male kidney transplant recipients. The
prevalence was 13% (n=7/54, mean age 42.3, range + 7.6)
in males and 29.3% (n=12/41, mean age 41.2, range + 12.9)
in females. The statistical evaluation demonstrated that the
estimated true prevalence ranged between 13.1 and 26.9%,
considering the total number of kidney transplantations per-
formed at the University Hospital of Brasilia until August
2021 (352 kidney transplantations). No statistical difference
was observed between the mean ages of HPgV-1 RNA-pos-
itive male and female patients (Table 1).

The prevalence of HPgV-1 RNA by age group and
time after kidney transplantation are shown in Table 2. To
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evaluate the distnbution of HPgV-1 RNA among the differ-
ent age groups of the kidney transplant recipients, they were
divided into five age groups: 18-29 vears, 30-39 years,
40-49 years, 50-59 years, and > 60 years. The observed
prevalence was 18.8% among the group with 18-29 years,
26.6% in the group of 30-39 years, 28.5% in the group of
4049 years, 17.2% in the group of 50-59 years, and 7.1%
in the group of > 60 years. We also evaluated the prevalence
HPgV-1 RNA among the recipients with different time after
kidney transplantation was evaluated. The recipients were
divided into five different groups: < 1 year, 1-3 years, 46
years, 7-9 years and > 10 years after transplantation. The
observed prevalence was 7.1% among the group with < 1
years, 25% in the group of 1-3 years, 27.3% in the group of
4—6 years, 22.2% in the group of 7-10 years, and 0.0% in
the group of > 10 years after transplantation (Table 2).

The performed phylogenetic analysis demonstrated that
the obtained sequences from 19 kidney transplant recipients
from Central-West Brazil: were characterized as HPgV-1
genotypes 1, 2 and 3. As expected, the most prevalent geno-
type was 2, and it was represented by 15 positive samples
(78.9%). Genotype 2 was presented with both subgenotypes
2 A and 2B. One sequence belonged to sub-genotype 2 A
(1/19, 5.3%) and 14 scquences belonged to sub-genotype
2B (14/19, 73.6%). Interestingly, HPgV-1 presented at
lower frequency in Brazil were also identified, once 2 sam-
ples belonged to genotype 1 (2/19, 10.5%) and 2 samples
belonged to genotype 3 (2/19, 10.5%) (Fig. 2). Finally, the
phylogenetic signal analysis demonstrated that only 13.5%
of the taxa did not have their topologies grouped, indicating
a strong phylogenctic signal (Fig. S1).

Discussion

In our study, where we estimated the frequency of HPgV-1
RNA among kidney transplant recipients from University
Hospital of Brasilia, Central-West Brazil, we detected an
overall prevalence of 20% HPgV-1 RNA (estimated true
prevalence between 13.1 and 26.9%). The prevalence in
our cohort was m line with other studies that examined
the HPgV-1 infection among Brazilian kidney transplant
recipients, that is in Central-West Brazil (city of Golania),
where the detected prevalence was 16.7% [21] and in Rio de
Janeiro (southeastern Brazil) reporting a very high HPgV-1
RNA prevalence of 36.1% [13]. Additionally, few studies
evaluated the prevalence of HPgV-1 RNA among kidney
transplant recipients worldwide. Higher prevalences were
observed in Turkey (42%) [22] and India (52.9%) [23].
and similar prevalences were observed i Italy (24%) [24]
and Spain (26.1%) [12] compared to the present study. We
believe that the differences in the prevalence of HPgV-1
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Fig. 2 Maximum-likelihood phylogenetic tree of the 5'UTR region
of the Human Pegivirus-1 (HPgV-1) obtained from kidney transplant
recipients from Central-West Brazil. HPgV-1 isolated from kidney
transplant recipients were characterized as genotypes 1 (2/19), 2 (1/19

may be explained by epidemiological vanations (size and
the clinical features of the patients), transmission routes,
level of immunosuppression, living habits and sensitivity of
the detection methods [21, 25].

On the contrary, studies that examine the HPgV-1 prev-
alence in other study groups showed lower values. For
example, Brazilian studies that investigated the HPgV-1
prevalence among healthy blood donors showed lower
prevalence which varied between 4.2% and 10% [15, 16,
26-29]. In general, the higher prevalence rates among kid-
ney transplant recipients were expected due to two main rea-
sons (1) high levels of parenteral exposure, such as previous
hemodialysis and (i1) the levels of drug immunosuppression
in these patients that maintain the functional characteristics
of the transplanted kidney along life. In this regard, studies
performed in South America showed HPgV-1 RNA preva-
lence rates varying between 12.8% and 17.6% in patients
submitted to hemodialysis [21, 30-32].

We also observed a gradual increase of the HPgV-1 RNA
prevalence which started with 21.4% in the age groups
of 18-29 years and peaked in the group of 40-49 years
(28.5%) with a gradual decrease in the group of 50-59 years
(17.2%) and = 60 years (7.1%). These results are similar to
the Brazilian studies, especially those investigating blood
donors [15, 31]. Although the authors indicate that sexual
activity influences this age distribution of prevalence for
healthy blood donors, this conclusion cannot apply clearly

sub-genotype 2 A and 14/19 sub-genotype 2B) and 3 (2/19). The
HPgV-1 isolates detected in kidney transplant recipients are marked by
red color and identified by the respective accession number in NCBI
(OR449336 1o DR449354)

for kidney transplant recipients due the enhanced possibil-
ity of parenteral transmission. This is strengthened by the
evidence that HPgV-1 RNA-positive recipients have higher
intraoperative transfusion requirements and increased num-
ber of pre-transplant transfusions compared to HPgV-1
RNA-negative recipients [12].

The evaluation of the HPgV-1 infection kinetics dem-
onstrated that the rate of HPgV-1 infection increased from
14.7% at pre-transplantation to 19.1% at 1-year post-trans-
plantation [12]. Here, we observed that the prevalence
rate of HPgV-1 RNA increased from 7.1% in patients with
= l-year post-transplantation to 25% in patients with 1-3
years post-transplantation. The prevalence rate remains
higher in patients with 4-6 years (27.3%) and 7-9 years
post-transplantation (22.2%), decreasing after 10 years.
We arc unaware if HPgV-1 RNA was already present in
patients before transplantation and, therefore, it 1s impossi-
ble to guess if the respective patients had a previous HPgV-1
infection. However, the increasing prevalence within the
post-transplantation period might be a result of infection
obtained by the transplanted organ, received blood compo-
nents or the presence of underlying low-level HPgV-1 infec-
tions due to the maintenance of immunosuppressive therapy.
Current detection methods may not be effective in detecting
an HPgV-1 infection with low-levels of replication [33] and
the prevalence in the first-year posi-transplantation may be
higher than previously assumed.
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The performed phylogenetic analysis showed the pres-
ence of three genotypes of HPgV-1 (genotypes 1, 2, and 3)
in kidney transplant recipients from Central-West Brazil.
The genotype 2 was the most frequently detected (15/19,
T8%), with 1 specimen belonging to sub-genotype 2 A
(5.3%) and 14 sequences belonging to sub-genotype 2B
(73.6%). These results were expected, once the genotype 2
is the most frequently detected HPgV-1 genotype in Brazil
in different patient groups like HIV-1 infected individuals
[21, 29, 34], healthy blood donors [15, 16, 35-37], kidney
transplant recipients [21, 38] and patients with fulminant
hepatitis [38]. Additionally, HPgV-1 genotype 2 is the most
prevalent one in European countries and the USA [39, 40).

At lower percentages, we also detected genotypes 1 and
3, with 2 specimens belonging to genotype 1 and 2 speci-
mens belonging to genotype 3. Genotype 1 1s identified pre-
dominantly in Africa [41, 42], while genotype 3 1s endemic
for Asian and Amerindian populations [43, 44]. Some Bra-
zilian studies also detected, at lower prevalence, HPgV-1
genotypes 1 and 3 among blood donors [15], HIV-1 infected
individuals [29] and kidney transplant recipients [21, 38].
We believe that the presence of HPgV-1 genotypes like 1
and 3 (rarc for Brazil) might be related with the miscegena-
tion of the country, where descendants of African and Amer-
indian origin are present.

Like any study, ours also exhibits several limitations,
which arc important to acknowledge as they may poten-
tially influence the outcomes. These limitations encom-
pass the restricted number of patients, who were sourced
from a single center. Moreover, although we employed a
genomic region traditionally utilized for HPgV-1 analysis,
its size was relatively small. Consequently, acquiring com-
plete HPgV-1 genomes is imperative for comprehending the
molecular evolution of this viral agent among renal trans-
plantation patients.

Conclusion

In our study, it was possible to observe a prevalence rate
relatively close to other studies carried out in kidney trans-
planted recipients. Genotype 2 was the most frequent geno-
type (78.9%), followed by genotypes 1 and 3 {10.5% each),
which corroborates other studies that point to genotype 2 as
the most common genotype in Brazil. Many aspects of the
HPgV-1 infection remain unclear, and we believe that other
studies are necessary to examine the possible immuno-
modulatory functions of HPgV-1 among kidney transplant
recipients and if this virus can influence the outcome of the
kidney transplantation.

Supplementary  Information The online  version contains
supplementary matenal available at https:/'doi.org/10.1007/542770-
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