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RESUMO

O citomegalovirus (CMV) é um virus altamente prevalente em todo mundo. Em
pacientes transplantados, é o agente mais comum de infecgdo, com uma incidéncia
variando de 20 a 60% e mortalidade podendo chegar a 90%. O aparecimento de
infeccbes no periodo pés-transplante € determinado pelo perfil sorolégico da dupla
receptor/doador. O objetivo do trabalho foi determinar a infeccdo ativa pelo
citomegalovirus (CMV) em pacientes transplantados renais utilizando a técnica de
PCR em Tempo Real. O estudo foi do tipo transversal, retrospectivo e quantitativo
onde participaram 132 pacientes submetidos a transplante renal no Hospital
Universitario Walter Cantidio (HUWC) da Universidade Federal do Ceara, que
realizaram a pesquisa de CMV pela técnica de PCR em tempo real, no periodo de
janeiro a dezembro de 2012. Foi feita a analise da soroprevaléncia para CMV do par
Doador/Receptor mostrando que a maioria dos receptores (85,6%) e seus
respectivos doadores (87,9%) eram soropositivos para CMV antes da realizagao do
transplante. Os 132 receptores foram distribuidos em quatro grupos em funcdo da
sorologia para CMV do par Doador/Receptor antes da realizagdo dos transplantes.
Grupo 1 (D+/R-), grupo 2 (D+/R+), grupo 3 (D-/R+) e grupo 4 (D-/R-). A maioria
(n=99, 75%) dos 132 receptores encontra-se no Grupo 2 (D+/R+), formado por
receptores soropositivos para CMV que transplantaram com Doadores soropositivos.
A terapia de indugdo com Timoglobulina foi realizada em 77 (58,3%) e com
Basiliximab em 49 (37,1%) dos 132 receptores. Em seis pacientes nao foi possivel
determinar a terapia de inducdo. Episédios de rejeicdo foram observados em 17
(12,9%) dos 132 receptores, sendo 15 (88,2%) receptores do Grupo 2 (D+/R+) e 2
(11,8%) do Grupo 1 (D+/R-). A maioria dos receptores (62,1%) realizou didlise apds
o transplante. Entretanto, um maior numero de pacientes em dialise foi observado no
Grupo 2 (D+/R+) quando comparado com os trés grupos. Copias de DNA do CMV
foram detectadas em 26 (19,7%) dos 132 receptores, com média de 567.235,00 £
2.231.948,00 copias de DNA/mL do CMV. Maior numero de copias de DNA do CMV
foi encontrada no Grupo 2 (D+/R+) em relagdo ao Grupo 1 (D+/R-). Porém, somente
13 (50%) dos 26 pacientes apresentavam cépias de DNA do CMV com “cut-off’
acima de 2.000, consideradas com infeccao ativa pelo CMV, sendo os 2 pacientes
do Grupo 1 e 11 (45,8%) dos 24 pacientes do Grupo 2. A doenga citomegalica foi

observada em 12 (9,1%) dos 132 pacientes avaliados, sendo 10 (83,3%) pacientes



do Grupo 2 (D+/R+) e 2 (16,7%) do Grupo 1 (D+/R-). Em concluséo os resultados
deste trabalho reforcam a necessidade do monitoramento da carga viral pela PCR
em tempo real em pacientes considerados de risco moderado para o
desenvolvimento da doenga citomegalica (grupo 2) e a adogdo de terapia

preemptiva naqueles com infecgéo ativa.

Palavras-chave: transplantes, citomegalovirus.



ABSTRACT

The cytomegalovirus (CMV) is a highly prevalent virus worldwide. On
transplanted pacients, he’s the most common agent of infection with 20 to 60% of
incidence and mortality reaching 90%. The emergence of infections in the post-
transplant period is determined by serological profile of the pair donor/recipient. The
study was cross-sectional, retrospective and quantitative attended 132 patients
undergoing renal transplantation at University Hospital Walter Cantidio (HUWC) of
the Federal University of Ceara, who carried out the research CMV by PCR in real
time, from January to December 2012. The analysis was made for the prevalence of
CMV pair donor / recipient showing that most receivers (85.6%) and their donors
(87.9%) were seropositive for CMV before the transplant. The 132 recipients were
distributed according to the serology for CMV pair of Donor / Receiver before the
transplant. The majority (n = 99, 75%) of the 132 recipients is in Group 2 (D +/ R +),
formed by HIV-positive receptors for CMV seropositive donors that transplanted. The
induction therapy Thymoglobulin was performed in 77 (58.3%) and Basiliximab in 49
(37.1%) of the 132 receptors. In six patients could not be determined induction
therapy. Rejection episodes were observed in 17 (12.9%) of the 132 recipients, 15
(88.2%) in group 2 receptors (D +/ R +) and 2 (11.8%) in group 1 (D + / R- ). Most
receivers (62.1%) perfomed dialisys after transplantation. However, a greater number
of dialysis patients in Group 2 was observed (D + / R +) compared with the 3 groups.
CMV DNA copies were detected in 26 (19.7%) of the 132 recipients, mean %
567,235.00 2,231,948.00 copies of DNA / mL of CMV. Increased number of CMV
DNA copies was found in Group 2 (D + / R +) compared to Group 1 (D + / R-).
However, only 13 (50%) of the 26 patients had CMV DNA copies with "cut-off* above
2,000, considered by the manufacturer with active CMV infection, and 2 patients in
group 1 and 11 (45.8% ) of the 24 patients in Group 2. CMV disease was observed in
12 (9.1%) of the 132 patients evaluated, 10 (83.3%) patients in Group 2 (D +/ R +)
and 2 (16.7%) in group 1 (D + / R-). Our results reinforce the need for the monitoring
of viral load by real-time PCR in moderate-risk patients for the development of CMV
disease (group 2) and the adoption of preemptive therapy in those with active

infection.

Keywords: cytomegalovirus, transplants
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1- INTRODUGAO

Transplante

O transplante é um procedimento cirurgico que faz parte de um dos capitulos
de maior éxito na histéria da medicina. Inicialmente considerado um procedimento
arriscado, realizado apenas em pacientes com doenga renal grave, evoluiu para uma
intervencao terapéutica eficaz em pacientes com doengas terminais do coracgao,
figado e pulmé&o (ZHANG et al., 2012).

A principal caracteristica do transplante, que o distingue de outras cirurgias, é a
necessidade da utilizagdo de um o6rgao proveniente de um doador vivo, parente ou

ndo, ou de um doador em morte encefalica (ZHANG et al., 2012).

A remocédo post mortem de orgaos destinados a transplante devera ser
precedida do diagndstico de morte encefalica, e a doacdo dependera da autorizagao
do cbnjuge ou de um parente maior de idade, obedecendo a linha sucessoéria, reta
ou colateral, até o segundo grau de parentesco (LINARES et al., 2011). Devido a
possibilidade de rejeicdo do enxerto, os transplantadores tém o desafio diario de
encontrar um equilibrio nos esquemas de terapia com imunossupressao, de forma
que estes ndao sejam excessivos, a ponto de produzir infecgdes oportunistas ou
neoplasias, nem tdo pouco leves o suficiente para permitir a rejeicdo do o6rgéao.
Apesar da utilizacdo dos imunossupressores terem aumentado a sobrevida dos
transplantes, os mesmos influenciaram os mecanismos de defesa dos pacientes,
com consequente aumento da suscetibilidade as diversas infecgdes oportunistas,

sejam elas de origem bacteriana, fungica ou viral (HADAYA et al., 2003).

O citomegalovirus (CMV) é um dos principais agentes infecciosos que
acometem pacientes transplantados e a sua incidéncia vem aumentando nos ultimos
anos devido ao uso de imunossupressores mais potentes, como o Tacrolimus e o
Micofenolato Mofetil ou Sédico (RHEE et al., 2011). Na maioria dos individuos o
CMV produz infecgdes primarias, que sao frequentemente subclinicas, mas o virus
pode permanecer por longos periodos em estado de laténcia e ser reativado,
particularmente em situagdes de redugdo da vigilancia imunoldgica, como nos
transplantes de 6rgaos (SINCLAIR et al., 2006).
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Acredita-se que o proprio 6rgao transplantado seja o principal veiculo de
infeccdo primaria pelo CMV em receptores CMV negativos (KANTER et al., 2009;
CORDERO et al., 2012).

A descoberta do Citomegalovirus (CMV)

O CMV foi isolado pela primeira vez a partir da cultura de células da glandula
salivar de ratos, por SMITH, em 1954 (VAN et al., 1989). Entretanto, a primeira
descrigao do virus foi feita no inicio do século por Josionek e Kiolemenoglou, que
encontraram células citomegalicas em autopsias de criangas. Posteriormente, foi
reconhecido como importante patdgeno em todos os grupos etarios pela peculiar
citopatologia produzida (THOMAS et al., 1991).

Definigcao

O CMV é um virus do tipo DNA, pertencente a familia dos herpes virus,
constituida por mais de 25 tipos, que inclui o virus do herpes simplex tipo 1 e 2
(VHS-1 e VHS-2), virus da varicella-zoster e o virus Epstein-Baar. A estrutura do
CMV é formada por uma dupla hélice de DNA, revestida por uma capa proteica
coberta por um envelope (Figura 1). O capsideo proteico que envolve a hélice de
DNA tem simetria icosaédrica, composto por 162 capsdmeros, dispostos de forma
ordenada, que apresentam uma simetria axial. O CMV é o maior virus da familia do
herpes humano, com aproximadamente 200 nanbmetros de didmetro (AHMED,
2014; ROWSHANI et al., 2005).

Figura 1- Estrutura do CMV/HHV5.

CAPSIDEO ICOSAEDRICO/
CAPSOMERO

MATRIZ OU TEGUMENTO
MATERIAL GENETICO (DNA)

ENVELOPE LIPIDICO

GLICOPROTEINAS DO ENVELOPE

GLICOPROTEINAS DO ENVELOPE

Fonte: Andrade, 2009.
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Transmissao

O CMV pode ser eliminado através da urina, sémen, saliva, leite materno e
secregdes cervicais, sendo transportado nos leucécitos circulantes. Pode também
ser propagado por via transplacentaria, por meio de transfusées de sangue,
transplante de érgaos e contato sexual (SINCLAIR et al., 2006; GAMEZ et al., 2014).

Quando um individuo introduz o virus em casa, aproximadamente 50% dos
moradores apresentardo soro conversdo num prazo médio de seis meses (COUTO
et al., 2003). A infeccdo primaria pelo CMV pode ocorrer no periodo pré-natal,
perinatal ou pés-natal, tanto por vias naturais quanto por via iatrogénica (SINCLAIR
et al., 2006) .

O CMV também esta associado com a transmissao através de transplante de
orgaos. A maioria das infecgdes primarias por CMV, em receptores de transplantes
de 6rgaos, resulta da transmissao do virus pelo proprio enxerto. Em receptores de
transplantes CMV soropositivos, a infeccao resulta da reativacao do virus latente ou,
com menor frequéncia, de reinfecgdo por uma nova cepa de CMV (ROWSHANI et
al., 2005; CUNHA-BANG et al., 2011).

Epidemiologia
A infeccado pelo CMV ocorre praticamente em todas as regides do mundo,

sendo inversamente proporcional ao status socioecondmico da populacdo (AHMED
et al., 2014). Isso permite que dentro de uma mesma regido haja grandes variagoes
de prevaléncia. Nos EUA, por exemplo, foi mostrado que nas areas
socioeconomicamente superiores, 60% das gestantes tinham anticorpos anti-CMV,
enquanto que, em areas socioeconomicamente inferiores, a prevaléncia aumentava
para 85% das gestantes. Essa variagdo de prevaléncia se deve, em grande parte, a
higiene, moradia e habitos da populagdo, ja que o CMV é encontrado em

praticamente todos os liquidos corporais (GOLDMAN et al., 2005).

No Brasil, os dados epidemioldgicos de infeccdo por CMV disponiveis sao
restritos a algumas areas. Estudos usando soros coletados de pessoas saudaveis
de diferentes grupos etarios em Sao Paulo, testados para anticorpos anti-CMV,

mostraram 60% de soroprevaléncia em criancas de 0 a 4 anos de idade, com um
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lento aumento apds os 15 anos de idade e 80% de positividade no grupo de idade
entre 51 a 60 anos (AMARAL et al., 2008).

Ciclo viral do CMV

A aquisigao ou infec¢ao primaria pelo CMV é resultado da introdug&o do virus
em um hospedeiro humano. O CMV entra apds se ligar a superficie da célula
hospedeira, e no seu nucleo comega um processo de replicagao, tendo como
consequéncia a liberacdo de novos virus no sangue e em outros fluidos corporais
(Figura 2). A replicagdo do DNA viral comeca entre 14 e 24 horas apos a infecgao.
Esse processo causa mudancga na forma da célula hospedeira, no metabolismo e na
transcricdo genética, componentes essenciais para uma replicacao eficiente do virus
(HERTEL et al., 2004).

Apods a fusédo do envelope viral com a membrana citoplasmatica do hospedeiro,
0 capsideo, juntamente com algumas proteinas associadas ao tegumento, é
transportado para o poro nuclear, onde o DNA viral é langado no nucleo e forma um
circulo. Outras proteinas do tegumento permanecem no citoplasma ou sao
transportadas independentemente ao nucleo. O RNA mensageiro (RNAm) viral é
transportado para a célula hospedeira com o capsideo e é traduzido no citoplasma.
Pelo menos uma das proteinas codificadas pelo RNAm viral esta associada com a

cadeia reticulo endoplasmatico e com o complexo de Golgi (ROIZMAN et al., 2000).

Figura 2- Replicagdo do HCMV/HHVS5.
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Fonte: Disponivel em: htt://biografix p.de/

Recentemente, alguns autores relataram que as particulas de CMV n&o contém
somente o DNA, mas também quatro tipos de RNAm. Os quatro RNAm estao
provavelmente localizados no tegumento viral, que € uma capa de proteina entre o
capsideo e o envelope (ROIZMAN et al., 2000).

Caracteristicas fisico-quimicas do CMV

O CMV é termolabel, sua vida média, em temperatura de 37°C, é de apenas 45
minutos (PANUTTI, 1984). Pode ser destruido rapidamente pelo calor a 37°C por
uma hora ou 56°C por 30 minutos, em pH abaixo de 5,0, com éter a 20% por duas
horas, com luz ultravioleta por 5 minutos e em ciclos de congelamento e
descongelamento (COSTA, 1999).

Morfologia do CMV

As células infectadas tém um aumento caracteristico que pode ser apreciado
histologicamente. In vivo, sao 2 a 4 vezes maiores do que as células circundantes e,
com frequéncia, contém uma inclusdo intranuclear de 8 a 10 um. As inclusdes
basofilas intracelulares proeminentes, que transpdem metade do didmetro nuclear,
geralmente se separam daquelas da membrana nuclear por uma auréola clara,
produzindo um aspecto de “olho de coruja” (Figura 3). Dentro do citoplasma dessas
células, pequenas inclusdes basofilas podem ser vistas. Podem estar infectadas as
células epiteliais parenquimatosas dos 6rgdos glandulares, os neurdnios, 0s
macrofagos alveolares, as células epiteliais, incluindo os epitélios tubulares e

glomerulares dos rins, e as células endoteliais (MATOS et al., 2010).
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”

Figura 3- Célula citomegalica “olho da coruja”.

~———

Fonte: Disponivel em: htt://biografix p.de/

Citomegalovirus e o sistema imune

A ativagao do virus e sua replicacdo geralmente decorrem da diminuicdo da
imunidade mediada por células. Portanto, as formas clinicamente significativas
relacionadas ao CMV, exceto no periodo neonatal, resultam do comportamento do
virus como um invasor oportunista em individuos imunocomprometidos, levando a
reativagao viral. A infecgao primaria pelo CMV estimula a resposta humoral e celular
no hospedeiro, mediadas pelos linfécitos B e linfocitos T (T auxiliares - TCD4+) e T
citotoxicos - TCD8+), respectivamente. O primeiro contato com o virus leva a
resposta humoral, com producédo de anticorpos das classes IgM e IgG especificos,
sendo que o anticorpo IgG pode permanecer positivo ao longo da vida, e sua
presencga indica contato prévio com o virus, e ndo doenga citomegalica ativa
(ROWSHANI et al., 2005; GAMEZ et al., 2014).

A resposta celular, principal fator limitador da infecgdo, € mediada por linfocitos
T citotdoxicos (TCD8+), ativacao de células natural killer (células NK) e ativacéo da
citotoxicidade celular dependente de anticorpos (ADCC). Os anticorpos IgG,

neutralizantes especificos, sdo produzidos e, além de desempenhar papel na
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reducao da disseminacao viral, sua principal fungcdo provavelmente é de ativar a
imunidade mediada por células dependente de anticorpos, pela combinagao destes
com o receptor Fc nas células efetoras (CANNON et al., 2005; JAIN et al., 2011).

Inversédo da relagdo de célula TCD4 / TCD8 tem sido descrita em pacientes
transplantados durante e apds a infeccdo pelo CMV, sendo considerado um fator
que aumenta a imunossupressao e favorece o desenvolvimento de outras infec¢des
oportunistas nestes pacientes, especialmente o Pneumocystis jirovecii (ROWSHANI
et al., 2005; AHMED, 2014). O CMV também possui varias estratégias para escapar
do sistema imune, evitar sua eliminacdo e permanecer latente. Em individuos
imunocompetentes, ele inibe a expressao dos antigenos de classe | do MHC
(complexo principal de histocompatibilidade) nas células infectadas e impede a
apresentacao dos peptideos virais pelos macréfagos via MHC de classe Il (JAIN et
al., 2011; AHMED, 2014).

Manifestagoes clinicas

A doencga pelo CMV pode ser classificada como leve, moderada ou grave,
dependendo da gravidade das manifestagdes clinicas. A apresentagao clinica na
doenca leve pode incluir sintomas gripais, como febre, astenia, artralgia e mialgia.
Nas formas graves, o comprometimento de érgéos-alvo pode ser manifestado por
elevagao das enzimas hepaticas e fosfatase alcalina, ulceragdes de todo o trato
gastrointestinal, gastrite, pancreatite, hepatite granulomatosa, hepatite autoimune,
alteragdes psiquiatricas e coriorretinite (ROWSHANI et al., 2005; JAIN et al., 2011;
CORDERO et al., 2012).

Infecgdo congénita

O CMV é reconhecido atualmente como o agente mais comum de infec¢ao
congénita no homem, com prevaléncia de 0,2 a 3% de todos os nascimentos, sendo
maior em populagées em que a soropositividade materna é elevada (AGUADO et al.,
2012).

Apesar da grande maioria das infecgbes congénitas por CMV ser
assintomatica ao nascimento, cerca de 10% das criangas infectadas apresentam
sintomas; destas 20 a 30% apresentam quadros graves, necessitando de cuidados
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intensivos no periodo neonatal. Cerca de 90% daqueles que sobreviverem poderao
ter sequelas ao longo da vida, principalmente deficiéncia auditiva e neuroldgica.
Mesmo entre os assintomaticos, 5 a 17% irdo desenvolver sequelas significativas,
geralmente nos primeiros dois anos de vida, que incluem retardo do
desenvolvimento neuropsicomotor, crises convulsivas, déficit auditivo uni ou bilateral
e comprometimento ocular decorrente de coriorretinite (SIA et al.,, 2000;
BUONSENSO et al., 2012).

A infecgéo da placenta, por via hematogénica ou de forma ascendente a partir
do trato genital, precede a infecgao do embrido ou do feto. Entretanto, nem todos os
casos de infecgao placentaria resultam na infec¢ao do feto (VAZ et al., 2007).

Na infeccdo congénita as evidéncias clinicas mais comuns consistem em
petéquias, hepatoesplenomegalia e ictericia. Observa-se também a ocorréncia de
microcefalia com ou sem calcificagao intercerebral, retardo do crescimento fetal e
prematuridade em 30 a 50% dos casos. As méaes de quase todos os lactentes que
apresentaram estes defeitos congénitos tiveram infec¢gdes primarias durante a
gravidez. A infecgdo no feto ocorre através da passagem do virus pelo sangue
materno (infeccdo primaria) ou pelo colo do utero (MURRAY et al, 2006;
BUONSENSO et al., 2012).

O reconhecimento precoce de criancas com infecgdo congénita sintomatica
permite intervengao terapéutica nos casos graves, pois existem evidéncias atuais do
beneficio da administracdo de drogas antivirais em criangas com envolvimento
multissistémico, particularmente do sistema nervoso central (MURRAY et al., 2006).
Por outro lado, a deteccéo das criancas assintomaticas pode identificar aquelas com
risco de desenvolver sequelas futuras, uma vez que o comprometimento auditivo
e/ou neurolégico pode nao ser identificado ao nascimento (ZAIA et al., 1999;
BUONSENSO et al., 2012).

Infecgao perinatal

O CMV pode infectar o recém-nascido durante o trabalho de parto ou nas
primeiras semanas de vida. Além disso, a transmissdo pode ocorrer também por
transfusdo materno-fetal, pela ascensdo de microrganismos na cavidade amniética e
acometimento das membranas amnidticas, do cordao umbilical e da placenta; ou,

ainda, pelo contato da pele e mucosas gastrica e/ou ocular do recém-nascido com
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sangue e secregdes genitais maternas que contenham microrganismos se
replicando (MADI et al., 2007).

Cerca de 20% das gestantes abrigam o CMV na cérvice uterina e,
provavelmente, apresentam reativacdo viral durante a gravidez. Metade dos
neonatos nascidos de parto normal de maes com cérvice infectada adquire infecgao
pelo CMV e torna-se excretor do virus em 3 a 4 semanas. Podem também adquirir o
CMV por meio do leite materno ou colostro materno. Cerca de 40 a 60% dos
lactentes amamentados por maes soropositivas durante mais de trinta dias tornam-
se infectados. Além destas formas, eles podem adquirir a infecgao pela transfuséo

sanguinea, causando infecgao clinica em prematuros (MURRAY et al., 2006).

Infecgao iatrogénica

Este tipo de transmissdo ocorre por meio de transfusdo sanguinea ou de
transplante de 6rgaos e s6 é possivel devido a capacidade do virus de permanecer
latente, podendo ser reativado posteriormente (LOPO et al., 2011; AHMED, 2014)

Sugere-se que a transmissao pela transfusdo sanguinea seja proporcional ao
numero de unidades transfundidas, sendo estimado ser de 5 a 12% por unidade.
Pelo fato do CMV estar associado a leucécitos, somado ao fato de que doadores
soropositivos aumentam muito a chance de infecgdo no receptor, na década de 1970
recomendou-se o uso de sangue destituido de leucdcitos como forma de prevengao.
(JUNQUEIRA et al., 2008).

Infecgao em pacientes transplantados

O CMV é uma das infecgdes mais frequentes no pés-transplante de 6rgaos e
tecidos. Estima-se que entre 50 a 100% dos receptores de enxerto renal
soropositivos excretem o CMV apdés o transplante. Embora a grande maioria dos
pacientes ndo apresente evidéncias de doenga em 6rgao-alvo associados ao CMV,
esse virus € uma causa importante de doenga em receptores de transplante
cardiaco, de coragao-pulmao, de rim, de figado e de medula éssea (GOLDMAN et
al., 2005; CORDERO et al., 2012).
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A doenga relacionada ao CMV em transplantados manifesta-se de maneira
diferente, dependendo do 6rgdo transplantado. A apresentagdo da “sindrome do
CMV”, que consiste em febre, leucopenia, linfécitos atipicos, hepatomegalia, mialgia
e artalgia, € a manifestacdo mais comum da infecgdo primaria por CMV em
pacientes que receberam transplante de rim (TAYLOR, 2003; GAMEZ et al., 2014).

O risco de ocorréncia de infecgao pelo CMV em pacientes transplantados sofre

influéncia de inumeros fatores, entre eles destacam-se:

e O tipo de ¢érgéo transplantado: pulmdo e transplante duplo de coragao-
pulméo tem alta frequéncia de infec¢ao, seguido de figado, pancreas e rim.
e A sorologia do doador (D) e receptor (R) antes do transplante, havendo
quatro combinagdes possiveis:
e Doador negativo/Receptor negativo (D-/R-);
e Doador negativo/Receptor positivo (D-/R+),
e Doador positivo/Receptor positivo (D+/R+),

e Doador positivo/Receptor negativo (D+/R-).

Na combinagdo D+/R-, que corresponde a 20% de todos os O&rgaos
transplantados, ha um grande risco (50 a 70%) de desenvolvimento de infecgao pelo
CMV, ja que o receptor vai entrar em contato pela primeira vez com o virus do
doador. Ja as combinacbes D+/R+ e D-/R+ somam aproximadamente 70% de todos
os rins e figados transplantados, tendo 10 a 20% de chance de infecgdo (KANTER
et al., 2009; KUO et al., 2010; CORDERO et al., 2012).

As possibilidades para recombinagdes moleculares do virus sdo inumeras e
nao é dificil compreender por que a taxa de citomegalovirose é tdo elevada. Isto
ocorre principalmente nos pacientes soronegativos (R-) para CMV, que recebem
orgaos de doadores soropositivos (D+), pacientes submetidos a terapéutica que
inclui anti-OKT3, atualmente trocada pela imunoglobulina anti-timécitos, ou quando o
esquema de imunossupressado inclui Micofenolato Mofetil. Em todas essas
circunstancias, a chance de ocorréncia de citomegalovirose € expressivamente
aumentada (GRANATO, 2001; KUO et al., 2010).
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A infeccdo por CMV esta associada a disfungdo do enxerto e se correlaciona
com maior numero de episodios de rejeicao aguda e maior risco de desenvolvimento
de rejeigao crénica em longo prazo, exercendo importante efeito na sobrevida dos
enxertos e dos pacientes transplantados renais. Sugere-se que a presenga do virus
seja um fator de risco independente para rejeicdo. Entretanto, existe grande
controvérsia se a simples presenga do virus pode causar lesao renal e/ou alteragdes
na funcéo do enxerto. A deterioracdo da funcéo renal ocorre imediatamente antes da
presenca de anticorpos detectaveis na circulagdo, provavelmente ocasionado por
dano capilar mediado por imunocomplexos, na auséncia de achados sugestivos de
rejeicao celular, sugerindo um efeito do virus sobre a funcéo renal (KUO et al., 2010;
GATAULT et al., 2013).

Nos receptores de transplantes de érgéos solidos, o CMV induz inumeras
sindromes, incluindo febre, leucopenia, hepatite, pneumonia, esofagite, gastrite,
colite e retinite. O periodo de risco maximo situa-se entre 1 a 4 meses apds o
transplante, embora a retinite possa constituir uma complicacéo tardia. Ha tendéncia
do transplante de figado ser acompanhado de hepatite e o transplante de pulméao de
pneumonite (CUNHA-BANG et al., 2011; AHMED, 2014).

Tratamento

Atualmente, o tratamento profilatico dos pacientes se inicia na auséncia de
virus detectavel ou doencga, visando prevenir a reativacado da infecgdo por CMV em
pacientes com risco elevado de desenvolvimento de doenga. As desvantagens do
tratamento profilatico sdo o alto custo e os efeitos adversos. Por outro lado, o
tratamento precoce, baseado em marcadores virologicos, como a antigenemia e a
PCR em tempo real, é iniciado imediatamente apds a detec¢gao do CMV no plasma e
antes da manifestacgao clinica da doenca. Esse tipo de tratamento diminui os efeitos
adversos da medicacdo, reduz o risco de resisténcia da cepa viral as drogas
antivirais e a sua utilizagao minimiza o custo do tratamento (SILVA et al., 2007).

Quando a doenga citomegalica se manifesta, a terapia com agentes antivirais
administrados intravenosamente se caracteriza por duas fases: 1) fase de inducao,

na qual altas doses administradas reduzem rapidamente a replicagao viral e, 2) fase
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de manutengao, durante a qual baixas doses de medicagao previnem a reativagao e
progressao da doenca (NICHOLS, BOECKH, 2000).

De maneira geral, a toxicidade da droga e o risco de desenvolvimento de
doenca pelo CMV séo os fatores observados na escolha da estratégia clinica a ser
adotada (SILVA et al., 2007).

Usualmente, agentes antivirais inibidores da DNA polimerase sao utilizados no
tratamento da doenca pelo CMV, sendo eles o Ganciclovir, Foscarnet e Cidofovir.
Contudo, estes medicamentos, embora inibam a replicagdo viral, apresentam
toxicidade e requerem administragao intravenosa para obtencao de niveis de droga
terapéuticos, limitando o tempo de sua administragdo. O Valganciclovir € uma opgéao

terapéutica que pode ser usada por via oral (CUNHA et al., 2002; KUO et al., 2010).

Em transplantados de 6rgéos sélidos, o Ganciclovir € o agente escolhido para o
tratamento da doencga citomegalica, administrado por intravenosa na dosagem de
5mg/Kg a cada 12 horas, em pacientes com fungdo renal normal, com
monitoramento dos parametros hematoldgicos e da fungéo renal do paciente. Efeitos
adversos ao Ganciclovir podem ocorrer e incluem leucopenia, trombocitopenia,
anemia, eosinofilia, hipoplasia de medula 6ssea, hemodlise, nausea, diarreia,
toxicidade renal, convulsdo, alteragcdo no estado mental e disfungao hepatocelular
(SIA et al., 2000; ROWSSHANI et al., 2005; GAMEZ et al., 2014).

Diagnéstico laboratorial

Varios meétodos soroldgicos podem ser utilizados para o diagndstico da
infeccdo pelo CMV, tais como a imunofluorescéncia indireta, ELISA e
raioimunoensaio, que detectam a presenca de IgM ou IgG. O método de ELISA
apresenta sensibilidade de 100% e especificidade de 86%, porém existe a
possibilidade de resultados falso-positivos devido as reag¢des cruzadas com alguns
virus da familia Herpesviridae, fatores reumatodides e anticorpos antinucleares.
Devido a importancia de se diferenciar a infecgdo primaria da reinfecgdo ou
reativagao pelo CMV em pacientes transplantados, essas técnicas sorolégicas nao

sdo uteis nesta populagao de pacientes (JAHAN, 2010).
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Atualmente recomenda-se a utilizagdo de técnicas rapidas, sensiveis e
especificas para o diagndstico, tais como a antigenemia, que pesquisa os antigenos
do CMV em neutrdfilos circulantes e a reagdo em cadeia da polimerase (PCR), que
permite a detecgdo do DNA viral (DELMONICO, 2000; JAHAN, 2010; BOARETTI et
al; 2013).

PCR em tempo real

A técnica PCR (Polymerase Chain Reaction ou Reagdo em cadeia da
Polimerase) consiste basicamente na amplificagao “in vitro” de uma regido especifica
de DNA com intuito de aumentar o seu numero de copias, a fim de produzir material
suficiente para as diversas analises. A PCR é muito utilizada em laboratérios de
pesquisas médicas e biolégicas com diversas finalidades, como: sequenciamento de
genes, diagndstico de doengas hereditarias, medicina forense e deteccdo e

diagnostico de doencas infecciosas.

A PCR em tempo real ou gPCR foi desenvolvida em 2003 e é uma técnica na
qual utiliza-se além dos primers, conhecidos como iniciadores de amplificagao, as
sondas marcadas, possibilitando a quantificacido do alvo a ser estudado. Essa nova
metodologia tem papel fundamental no monitoramento pos-transplante de infecgdes
pelos virus CMV e BK. O diagndstico da presenga do DNA viral pode ser qualitativo
ou pode-se quantificar a carga viral, que é proporcional ao nivel de DNA do CMV ou

do BK virus.

O método utiliza um sistema fluorescente em plataforma capaz de detectar a
luz oriunda da reacao de amplificacdo. Os compostos fluorescentes mais utilizados
sdo o Syber Green e TagMan. O Syber Green se liga entre a fita dupla de DNA e
com a excitacdo da luz emitida pelo sistema d6tico do termociclador, emite uma
fluorescéncia verde. As vantagens da utilizacdo do Syber Green sédo o baixo custo,
facilidade no uso e sensibilidade. A desvantagem € a ligagdo em todo o DNA de fita
dupla que surge durante a reacao, incluindo os dimeros dos iniciadores e outros
produtos inespecificos, podendo superestimar a concentragao do fragmento alvo. O
Syber Green nao ligado ao DNA exibe uma fluorescéncia muito pequena. Entretanto,
a fluorescéncia é realgada quando ligado na fita dupla do DNA. (MIURA et al., 2006;
AMARAL et al., 2008; JAHAN, 2010; MARTIN-GANDUL et al., 2013).
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O TagMan é uma sonda (fragmento de DNA marcado usado para hibridizar
outra molécula de DNA). Essas sondas especificas para o segmento génico, cuja
expressao se deseja estudar, apresentam uma substancia (fluoréforo na posigcéo 5°
da sonda), capaz de absorver a energia luminosa emitida pelo equipamento e
dissipa-la na forma de luz e calor, em comprimento de onda diferente do original.
Entretanto, na sua posig¢ao nativa, toda luz emitida por esse fluoroéforo é absorvida
por substancias (quencher) presentes na extremidade 3" da sonda. Se a reacéo for
capaz de gerar produtos (amplicons), a sonda ira hibridizar-se com esse alvo gerado
e ficara exposta a atividade de exonuclease da polimerase. Como consequéncia,
essa sonda sera degradada e o fluoréforo ficara distante do quencher, que agora
nao mais sera capaz de absorver a luz emitida. A fluorescéncia, eventualmente
produzida pela amostra, € detectada pelo sistema e 0 momento da reacao de PCR,
em que a fluorescéncia de determinada amostra é detectada inequivocamente acima
do ruido de fundo (background), € comumente chamada de CT ou CP. As Figuras 4
e 5 mostram auséncia de amplificagdo (resultado negativo) e presenga de
amplificagdo (resultado positivo), respectivamente. A emissao da luz é proporcional
a quantidade de produto gerado no tubo de reacdo (MIURA et al., 2006; AMARAL et
al., 2008; JAHAN, 2010; MARTIN-GANDUL et al., 2013).

Figura 4- Auséncia de amplificagao pela PCR em tempo real.
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Figura 5- Presencga de amplificagao pela PCR em tempo real

Amplification Plot
10

=k

0.01

ARN

0.001

0.0001

0.00001

0.000001

Logend

A B c D ME HrF Hc HH

Fonte: Software StepOndePlus

2- JUSTIFICATIVA

A infecgdo pelo CMV é a maior causa de morbidade e mortalidade em
receptores de transplantes de 6rgaos, associada com uma diminuigao da taxa de
sobrevida do enxerto. Um estudo realizado em 2012 em nosso Servigo mostrou que
81,2% dos doadores de érgédos em morte encefalica do Ceara eram soropositivos
para CMV. Como consequéncia, 80,8% dos transplantes de rins, 82% dos
transplantes de figado e 80,9% dos transplantes de coragao foram realizados com
orgaos oriundos desses doadores de 6rgaos soropositivos. Este estudo mostrou o
risco de um paciente CMV negativo de contrair infeccédo primaria pelo CMV ou
desenvolver doenga citomegalica ao se submeter a um transplante com 6rgaos de
doadores sabidamente CMV positivo (RIBEIRO et al., 2012).

Atualmente, no HUWC, a profilaxia do CMV, quando indicada, é realizada
com Ganciclovir® durante a internagao ou Valganciclovir® até completar 100 dias de

transplante nos pacientes com sorologia positiva e 200 dias naqueles com sorologia
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negativa para CMV. A dose de Valganciclovir® € de 900mg por dia (2 comprimidos),
ajustada para a funcao renal. Em geral, os Servigos de Transplantes que monitoram
a carga viral do CMV dos pacientes no poés-transplante somente realizam o
tratamento da infeccdo do CMV ou a terapia preemptiva dos pacientes que estao
com a infecgao ativa do CMV, evidenciada pela presenga de carga viral pela PCR
em tempo real. Havendo, portanto, reducdo significativa no uso e gastos com
Ganciclovir® e Valganciclovir®. Em geral, a terapia preemptiva além de representar
importante economia para os cofres publicos diminui o risco de eventos adversos da
profilaxia, sendo o mais importante a leucopenia quando usado associado ao
Micofenolato Sodico ou Micofenolato Mofetil, e reduz do risco de indugdo de
resisténcia do CMV a este medicamento (HELLEMANS et al., 2012).

3 - OBJETIVOS:

3.1. GERAL

e Determinar a infeccdo ativa pelo citomegalovirus (CMV) em pacientes

transplantados renais utilizando a técnica de PCR em Tempo Real.

3.2. ESPECIFICOS

e Determinar a soroprevaléncia do CMV do par Doador/Receptor antes da
realizagao do transplante.

e Determinar o numero de Receptores que transplantaram com rim de
Doadores soropositivos.

e Determinar o numero de cépias de DNA do CMV nos Receptores apos a
realizacao do transplante em funcédo do par Doador/Receptor.

e Determinar a ocorréncia de doenca citomegalica em fungcdo do par
Doador/Receptor.

e Avaliar a terapia de indugdo e imunossupressdo em funcdo do par
Doador/Receptor.

e Avaliar a ocorréncia de rejeicdo aguda, a realizacdo de didlise e a fungao

renal em func¢ao do par Doador/Receptor.
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4 - METODOS

4.1 Tipos de estudo

Trata-se de um estudo transversal, retrospectivo e quantitativo onde
participaram pacientes submetidos a transplante renal, que realizaram a pesquisa de
CMV pela técnica de PCR em tempo real, no periodo de janeiro a dezembro de
2012.

4.2 Populagao

Participaram do estudo 132 pacientes com insuficiéncia renal cronica que
foram transplantados no Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC), com rim
oriundo de doadores falecidos com diagndstico de morte encefalica.

Os 132 pacientes foram divididos em 4 grupos em funcédo da sorologia para
CMV do par Doador/Receptor antes da realizagdo do transplante. A sorologia dos
doadores e receptores foram feitas no Lacem:

Grupo 1: D+/R- (doador positivo/receptor negativo);
Grupo 2: D+/R+ (doador positivo/receptor positivo);
Grupo 3: D-/R+ (doador negativo/receptor positivo);

Grupo 4: D-/R- (doador negativo/receptor negativo).

4.3 Critérios de inclusao e exclusao

Participaram do estudo pacientes transplantados com ou sem sintomas de

infeccao ativa pelo CMV no momento da coleta de amostra de sangue.

Foram excluidos do estudo pacientes que apresentaram dados incompletos

junto aos registros do Ambulatério do Servigo de Transplante Renal do HUWC.
4.4 Variaveis analisadas
As seguintes variaveis foram coletadas e analisadas dos 132 pacientes:

e |dade e sexo;

e Resultado da sorologia para CMV do par Doador/Receptor antes da
realizacao do transplante;

¢ Tipo de terapia de indugéo;

e Terapia imunossupressora;
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e Episddio de Rejeicdo aguda;

e Realizagao de dialise apos o transplante;

e Uso de profilaxia para CMV apés o transplante;

e Copias de DNA para CMV detectadas pela PCR em tempo real;
e Ocorréncia de doenga citomegalica;

e Creatinina: 7° dia, 15° dia, 1° a 6° més pos-transplante.

4.5 PCR em tempo real
Amostras de sangue foram coletadas em frascos contendo EDTA dos 132
pacientes e encaminhadas ao Laboratorio de Biologia Molecular do Centro de
Pesquisas em Doengas Hepato-Renais para a realizagdo da PCR em tempo real.
Um total de 374 amostras de sangue foram coletadas, onde a média de
amostras de sangue avaliadas pela PCR em tempo real foi de 3 £ 2 amostras, com
variacao de 1 a 10 amostras por paciente. As amostras foram coletadas a critério do

médico.

Extracao do DNA

O DNA do CMV a ser amplificado pela PCR em tempo real foi extraido usando
o Kit da Biopur (Biometrix®). E uma extracdo e purificagdo manual simples, rapida e
eficiente de DNA gendmico de volume maximo de 200u/ de sangue humano fresco
ou congelado com anticoagulante comum (EDTA, citrato) ou soro. A metodologia
abrange as seguintes etapas:

-Lise da amostra;

-Ligacao do DNA genémico a membrana do filtro SPIN;

-Lavagem da membrana e eliminagéo do etanol;

-Eluicdo do DNA gendmico.

PCR em Tempo Real

A PCR em tempo real foi realizada utilizando o Kit Real-Time Q-CMV
(Nanogen®).

O Kit possui os seguintes reagentes: AmpliMASTER: contendo tampéao, cloreto
de magnésio, DNTP’'S (nucleotideo triofosfato), fluorocromo ROX de referéncia
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passiva para normalizagao da fluorescéncia, enzima uracil-N-glicosidase (UNG) para
inativagdo do produto de amplificagdo contaminante e a enzima Taq DNA
polimerase (hot start). CMV AmpliMIX: contendo 2 pares de primers (alvo e controle
interno). CMV AmpliPROBE: contendo 2 sondas fluorescentes marcada com
FAM/MGB-NFQ (ALVO) e com VIC/MGB-NFQ (CONTROLE INTERNO).
AmpliSTANDART: contendo 4 padrées em diferentes diluigdes: 10°, 104, 103, 102.

CPE: DNA contendo solugao de plasmidio para controle interno de inibi¢ao.

Os resultados foram expressos como copias de CMV por mililitro de sangue
total. As amostras de sangue foram consideradas positivas quando apresentaram >
100 copias de CMV/mL. Porém, os pacientes foram considerados com infecg¢ao ativa
pelo CMV quando apresentavam = 2.000 cépias CMV/mL, conforme “cut-off’
determinado pelo fabricante. A analise e interpretagcdo dos resultados foi realizada
utilizando-se o equipamento da Biosystems®, o StepOnePlus - Real-Time PCR

System.

4.6 Protocolo de imunossupressao e profilaxia da Unidade de Transplante
Renal do HUWC

PROTOCOLO DE INDUGAO

a) Basiliximab: ampola de 20mg

Dose: 20mg diluido em 100 ml de SF 0,9% (soro fisiolégico) em 30 minutos, IV

(intravenoso), imediatamente antes do transplante e no 4° dia de transplante.

A indugdo com Basiliximab foi utilizada somente em transplantes com doador

falecido de baixo risco imunoldgico.
b) Timoglobulina: frasco-ampola de 25mg

Dose: 1,5mg/kg/dose no maximo de 150mg, no total de 4 doses, em dias
alternados, diluido em 500mL SF 0,9% ou SG5% e administrada por via IV, em vaso
profundo ou fistula arteriovenosa, em 6 horas. Foi realiada pré-medicagdo com
Paracetamol 500mg, Prometazina 50mg e 30mg de corticoide. A dose foi reajustada

de acordo com ocorréncia de leucopenia e plaquetopenia.
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A Timoglobulina foi utilizada nos seguintes grupos: pacientes de alto risco

imunoldgico, esquema de imunossupressao de manutengao sem corticoide ou que

utilizaram doadores de alto risco.

Os pacientes considerados de alto risco imunoldgico sao:

Pacientes que apresentam PRA (painel de reatividade de anticorpos) >
20 - 30% antes do transplante no ultimo soro coletado, chamado PRA
atual,

Pacientes que apresentam PRA > 50% em soros anteriores ao atual,
chamado PRA historico;

Pacientes, candidatos ao 2° transplante, sendo o primeiro transplante
perdido por causa imunolégica nos primeiros 2 anos;

Pacientes, candidatos, ao 3° ou 4° transplante, independente do grau de
sensibilizagdo aos antigenos do Sistema HLA;

Raca negra;

Transplante renal com doador falecido sem uso de corticoide (indicagao

do protocolo).

Os doadores de 6rgaos considerados de alto risco séo:

Doadores com critérios expandidos de doagéo (quanto a fungéo);
Doadores ap0s a parada cardiaca;

Tempo de isquemia fria > 24 horas;

ldade do doador > 50 anos;

Doador com necrose tubular aguda;

Doador com suporte inotropico em elevadas doses;

Funcdo retardada do enxerto com doadores limitrofes ou

comprometidos.

PROTOCOLO DE MANUTENGAO:

O esquema padrdo de imunossupressdao de manutencdo para pacientes

transplantados com rim de doador com morte encefalica compreende a associagao

de um inibidor da calcineurina (Tacrolimus ou Ciclosporina A) com antiproliferativo

(Micofenolato Sédico ou Micofenolato Mofetil) e corticoide, sendo que a associagao

mais recentemente adotada tem sido a de Tacrolimus, Micofenolato Sdédico com ou
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sem Prednisona. Esquema duplo, sem corticoide, foi utilizado em pacientes com
diabetes mellitus, doenga coronariana, dislipidemia, obesidade e hepatopatias pelo
virus B ou C.

As dosagens de cada imunossupressor utilizadas sao:

Corticoide: Metilprednisolona 500mg diluido em 500mL SF 0,9% IV em 1 hora,
administrado no pré-operatorio, 250mg no primeiro dia pds-operatério (PO) e
Prednisona 20mg/dia por via oral a partir do 2° PO, com reducdo da dose até
5mg/dia no 43° PO.

Metilprednisolona: frasco-ampolas de 125mg e 500mg

Prednisona: comprimidos de 5mg, 20mg

Micofenolato sédico: comprimidos de 180mg e 360mg

Dose nos adultos = 720 mg por via oral a cada 12 horas. A metade da dose foi
utilizada durante a indugédo com Timoglobulina.

Micofenolato Mofetil: comprimido 500mg

Dose nos adultos = 1g por via oral a cada 12 horas. A metade da dose foi
utilizada durante a indu¢cdo com Timoglobulina.

Ciclosporina A:.capsulas de 25mg, 50mg, 100mg

Foi iniciado apds o término da indugao da Timoglobulina na dose de 5mg/kg de
12/12 horas e depois ajustada de acordo com o nivel sanguineo.

Tacrolimus (FK506): capsulas 1mg e 5mg

Foi iniciado apds o término da indugdo da Timoglobulina na dose de 0,15
mg/kg de 12/12 horas, ajustada a posteriori conforme o nivel sanguineo. Em
receptores obesos, a dose inicial € de 0,10 mg/kg/dia.

As doses dos imunossupressores, com excecao do corticoide, também foram

reajustadas de acordo com ocorréncia de leucopenia e plaquetopenia.

TERAPIA DE REJEICAO AGUDA

a) Rejeicao celular aguda (RCA)
Metilprednisolona: 500mg/dia durante 3 dias seguidos
b) Rejeigao celular aguda cortico-resistente ou vascular
Timoglobulina: 1mg/kg/dia durante 7-10 dias
c) Rejeicdo humoral aguda (RHA)
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Plasmaferese, total de 10 sessbes, associada a Imunoglobulina humana

intravenosa (IVIG).

Imunoglobulina humana: frasco-ampola 5g

Dose total de 2g/kg dividida em cinco doses e administradas apds a
plasmaferese, em 4-6 horas, apds pré-medicagcdo com corticoide, Paracetamol e

Prometazina.

PROTOCOLO DE PROFILAXIA
Os protocolos de profilaxia sao:

a) Antiparasitaria: Albendazol 400mg/dia durante 5 dias seguidos e
Secnidazol 2g dose unica.

b) Pneumocystis jirovecii: Sulfametoxazol e Trimetoprim (400/80mg) 1
comprimido a noite durante 6 meses. Em casos de alergia a sulfa, Dapsona
100mg/dia.

c) Tuberculose: Isoniazida 300mg em jejum durante 9 meses, nos
pacientes com PPD> 5mm ou histéria pregressa de tuberculose, associada a
vitamina B6, 50mg/dia.

d) CMV: realizada nos pacientes de alto risco (D+/R-) ou naqueles com
sorologia positiva para CMV que receberam indugdo com Timoglobulina. A profilaxia
foi realizada com Ganciclovir intravenoso durante a internagao (5mg/kg/dia ajustada
de acordo com a fungao renal) e depois trocada para Valganciclorvir (900mg/dia e
também reajustada de acordo com a fungéao renal), durante 100 dias. Nos pacientes

de alto risco a profilaxia foi realizada durante 200 dias.
PROTOCOLO DE TERAPIA PARA INFECCAO OU DOENCA PELO CMV

Pacientes com diagndstico confirmado pelo CMV foram tratados com
Ganciclovir 5mg/kg de 12/12 horas, por via intravenosa, durante 21-28 dias. A dose
foi reajustada para a funcdo renal. Nos pacientes com suspeita de doenca
citomegalica o tratamento foi iniciado antes da confirmagao diagnéstica.

4.7 Aspectos Legais e Eticos

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica do Hospital

Universitario Walter Cantidio com o parecer n° 748.987/2014.
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O estudo seguiu as Normas e Diretrizes estabelecidas pela Resolugéo n° 466,
de 12 de dezembro de 2012 do Conselho Nacional de Saude/MS. O estudo atendeu
as disposicdes preliminares, a 6tica do individuo e da coletividade, de acordo com os
quatro referenciais basicos da bioética: autonomia, ndo maleficéncia, beneficéncia e
justica; assegurando os direitos e deveres que dizem respeito aos pesquisadores e

aos sujeitos da pesquisa.

4.8 Analises Estatisticas
As variaveis quantitativas do estudo foram expressas como média + desvio
padrdo. As variaveis qualitativas foram expressas como porcentagem em relagédo a

populagao do estudo.

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o Teste Exato de Fisher,
Qui quadrado e teste nao pareado de Mann-Whitney utilizando o software GraphPad

Prism ® verséo 5, sendo considerando um nivel de significancia inferior a 5%.
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5- RESULTADOS

A média de idade dos 132 pacientes transplantados foi de 44,8 + 13,7 anos,
sendo 74 (56,1%) do sexo masculino (Figura 6). Nao foi observada diferenca

significante entre as idades dos pacientes em fungao do sexo (p=0,6129).

Figura 6- Distribuiciao dos 132 pacientes transplantados renais em fungao do sexo.

44%

56%

@ Masculino
X Feminino

Fonte: Elaborado pelos autores.

A analise da soroprevaléncia para CMV do par Doador/Receptor mostrou que a
maioria dos receptores (85,6%) e seus respectivos doadores (87,9%) era
soropositivo para CMV antes da realizagao do transplante (Figura 7). Apesar de n&o
ter sido observada diferenca significativa na soroprevaléncia para CMV entre os
receptores e seus respectivos doadores (p=0,7171), a maioria dos receptores
soropositivos (87,6%, 99/113) e os soronegativos (89,5%, 17/19) transplantou com

rim proveniente de doadores soropositivos (Figura 8).
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Figura 7-Soroprevaléncia para citomegalovirus (CMV) dos 132 receptores e seus respectivos
doadores antes da realizagao do transplante renal.
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Fonte: Elaborado pelos autores

Figura 8- Andlise dos 132 receptores soropositivos ou soronegativos para citomegalovirus
(CMV) que transplantaram com rim de doadores soropositivos.
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Fonte: Elaborado pelos autores.

A Figura 9 mostra os 132 receptores distribuidos em fungdo da sorologia para
CMV do par Doador/Receptor antes da realizagao dos transplantes. A maioria (n=99,
75%) dos 132 receptores encontra-se no Grupo 2 - D+/R+, formado por receptores

soropositivos para CMV que transplantaram com Doadores soropositivos. Os demais
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foram distribuidos no Grupo 1 - D+/R- (n=17, 12,9%), Grupo 3 - D-/R+ (n=14,
10,6%) e Grupo 4 - D-/R- (n=2, 1,5%).

Figura 9- Distribuicdao dos 132 receptores em fun¢ao da sorologia para citomegalovirus (CMV)
do par Doador/Receptor antes da realizagao do transplante renal. D= Doador, R=Receptor, (+)=
sorologia positiva para CMV, (-)= sorologia negativa para CMV.
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Fonte: Elaborado pelos autores.

Como mostra a Tabela 1, cépias de DNA do CMV = 100/mL foram detectadas
em 26 (19,7%) dos 132 receptores, com média de 567.235,00 £ 2.231.948,00 copias
de DNA/mL do CMV. Maior numero de cépias de DNA do CMV foi encontrado no
Grupo 2 - D+/R+ em relagao ao Grupo 1 - D+/R- (p<0,0001).



39

Tabela 1- Perfil sorolégico de 132 pacientes transplantados renais em fung¢ao do par
Doador/Receptor, da profilaxia para citomegalovirus (CMV), da infecgdao ativa pelo CMV, do
encontro de copias de DNA do CMV e da ocorréncia da doenga citomegalica apés o
transplante.

Perfil Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Total

Sorolégico (D+/R-) (D+/R+) (D-/R+) (D-/R-)

Receptores 17 (12,9%) 99 (75%) 14 (10,6%) 2(1,5%) 132 (100%)

Profilaxia

SIM 17 (19,8%) 64 (74,4%)* 5 (5,8%) 0 86 (65,2%)

Cépias de DNA

do CMV

. 100/mL 2(7,7%) 24 (92,3%) 0 0 26 (19,7%)

> 2000/mL 2 (15,4%) 11 (84,6%) 0 0 13 (9,8%)
*%*

DNA CMV/mL 1.058.902,00 526_2ei2,92 0 0 567.2+35,00

(Media, DP) 1.041.100,00 2.298.558,71 2.231.948,00

CMV doenca

SIM 1 (20%) 4 (80%) 0 0 5 (3,8%)

DP= desvio padrao; D= receptor; R= receptor; (+)= positivo; (-)= negativo; *p=0,0453 (Grupo
2 versus 3); **p<0,0001 (Grupo 2 versus 1).

Dos 26 pacientes com cépias do CMV = 100/mL detectadas somente em 13
(50%, 13/26) foram detectadas cépias do CMV com “cut-off’ acima de 2.000,
considerado pelo fabricante com infeccéo ativa pelo CMV, sendo os 2 (100%)

pacientes do Grupo 1 e 11 (45,8%) dos 24 pacientes do Grupo 2.

O numero de copias de DNA do CMV detectado nos 2 pacientes do Grupo 1 -
D+/R- foi 17.800,00 e 2.100.000,00 copias/mL. Vale ressaltar que esses dois
pacientes realizaram profilaxia para CMV apods o transplante. O paciente com
17.800,00 copias/mL realizou indugdo com Basiliximab e o paciente com
2.100.000,00 copias/mL de DNA CMV recebeu indugdo com Timoglobulina. Como
mostra a Figura 10 somente um (50%, 1/2) paciente desse Grupo desenvolveu a

doenca citomegalica (50%, 1/2), sendo aquele que apresentou 17.800,00 copias/mL.

A média do numero de cépias de DNA do CMV detectada nos 11 pacientes do
Grupo 2 — D+/R- foi de 1.147.691,00 = 3.288.986,48 copias/mL, com a variacao de
2.200 a 11.533.300,00 copias/mL. A maioria desses pacientes (63,6%, 7/11) fez uso
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de profilaxia no pos-transplante e 4 (36,4%, 4/11) deles desenvolveram doenca

citomegalica (Figura 10).

Figura 10- Pacientes com infecg¢ao ativa pelo CMV que desenvolveram doenga citomegalica em
funcao da sorologia para citomegalovirus (CMV) do par Doador/Receptor. D= Doador,
R=Receptor, (+)= sorologia positiva para CMV, (-)= sorologia negativa para CMV.

90% -
80% -
70% -
60% ] 50%
50% -
40% -
30% -
20% -
10%
0%

Infecgao ativa
# Doenca citomegalica

T

Grupo 1: D+/R- Grupo 2: D+/R+

Fonte: Elaborado pelos autores.

Como mostrado na Tabela 1, a maioria (65,2%) dos 132 pacientes avaliados
fez uso da profilaxia para CMV apés o transplante. Os pacientes do Grupo 2 -
D+/R+ fizeram mais profilaxia para CMV do que os pacientes do Grupo 3 - D-/R+

(p=0,0377). Todos ao pacientes do Grupo 1 - D+/R- fizeram uso da profilaxia.

A Tabela 2 mostra o perfil sorolégico do par Doador/Receptor em fungao da
terapia de indugao, da imunossupressao, dos episodios de rejei¢ao e a realizagao de
dialise em cada um dos grupos apds o transplante. A terapia de indugdo com
Timoglobulina foi realizada em 77 (58,3%) e com Basiliximab em 49 (37,1%) dos 132
receptores. Em seis pacientes nao foi possivel determinar a terapia de indug¢ao, por
nao estar descrito no prontuario. Como mostrado na Tabela 2 e Figura 11, apesar
dos receptores do Grupo 2 - D+/R+ terem recebido mais terapia de indugcédo que os
demais grupos, ndo foi observada significancia entre os 4 Grupos (p=0,6232). A
imunossupressdo de manutengao recebida pelos 132 receptores encontra-se na
Tabela 2. Nao foi observado diferenca entre os protocolos de imunossupressao
entre os grupos (p=0,3242).
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Tabela 2-Perfil sorolégico para citomegalovirus (CMV) do par Doador/Receptor em fungao da
terapia de indugao, do tratamento imunossupressor, da rejeicao aguda e da realizagao de
dialise apos o transplante renal em 132 pacientes.

Perfil N Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Total
Sorolégico (D+/R-) (D+/R+) (D-/R+) (D-/R-)
Receptor 17 (12,9%) 99 (75%) 14 (10,6%) 2 (1,5%) 132 (100%)
Indugao*
Timoglobulina 9 (11,7%) 60 (77,9%) 7 (9,1%) 1(1,3%) 77 (58,3%)
Basiliximab 8 (16,3%) 33(67,3%) 7(14,3%) 1(2,1%) 49 (37,1%)
Esquema de
Manutengao **
FK/ICYA 17 (12,9%) 99 (75%) 14 (10,6%) 2 (1,5%) 132 (100%)
MY/MMF 17(12,9%) 99 (75%) 14 (10,6%) 2 (1,5%) 132 (100%)
Prednisona 13 (11,4%) 85 (74,6%) 14 (12,3%) 2 (1,7%) 114 (86,4%)
Rejeigao
Aguda
SIM & 2 (11,8%) 15 (88,2%) 0 0 17 (12,9%)
Dialise
SIv# 10 (12,2%) 68 (82,9%) 4 (4,9%) 0 82 (62,1%)

R=receptor; D=doador; (+)=positivo; (-)=negativo; FK=Tacrolimus; CYA=Ciclosporina A;
MY=Micofenolato sédico; MMF= Micofenolato mofetil; *p= 0,6232; **p=0,3242; &p=0,4170;

#p=0,0078

Figura 11- Distribuigdao dos 132 receptores em fungao da sorologia para citomegalovirus (CMV)
do par Doador/Receptor e da terapia de indugido recebida apdés o transplante renal em 132
pacientes. D=Doador, R=Receptor, (+)= sorologia positiva para CMV, (-)= sorologia
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Fonte: Elaborado pelos autores
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Episédios de rejeicdo foram observados em 17 (12,9%) dos 132 receptores,
sendo 15 (88,2%) receptores do Grupo 2 - D+/R+ e 2 (11,8%) do Grupo 1 - D+/R-
(Figura 12, Tabela 2). Porém, ndo houve diferenga significativa entre os Grupos 1 e
2 (p=0,4170).

Figura 12- Episédios de rejeicao aguda ocorridos em 132 receptores transplantados
renais.
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Fonte: Elaborado pelos autores.

Quando a analise foi realizada em fungdo da necessidade de realizagdo de
didlise apds o transplante foi observado que a maioria dos receptores (62,1%)
realizou diadlise (Tabela 2). Entretanto, um maior nimero de pacientes em dialise foi
observado no Grupo 2 - D+/R+ quando comparado com os 3 Grupos (Figura 13,
p=0,0078).
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Figura 13- Distribuicdao dos 132 receptores renais em fungao da sorologia para citomegalovirus
(CMV) do par Doador/Receptor e necessidade de realizagdo de dialise apds o transplante. D=
Doador, R=Receptor, (+)= sorologia positiva para CMV, (-)= sorologia negativa
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Fonte: Elaborado pelos autores.

A Tabela 3 mostra o resultado da dosagem da creatinina sérica determinada
no 7° dia, 15° dia, 1° a 6° més e com um ano apos o transplante dos 132 receptores
em fungdo da sorologia do par Doador/Receptor. Nao foi observada diferenga
significativa dos valores de creatinina entre os 4 Grupos avaliados (0,1233) e entre
os Grupos onde foi detectada copias de DNA do CMV apds o transplante (Grupos 1
- D-/IR+ e Grupo 2 - D+/R+; p=0,6554)



Tabela 3-Dosagem de creatinina sérica de 132 transplantados renais de acordo com o estado

sorolégico do par Doador/Receptor.
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Creatinina Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Total
(mg/dL) (D+/R-) (D+/R+) (D-R+) — (D-IR") n=132
n=17 n=99 n=14 n=
7° dia 44+28 5,7 £ 3,1 36+3,0 22%0 5,3+ 3,1
15° dia 28+17 34+£22 24+17 22+27 3,2+22
1° més 1,4+04 1,7+0,9 1,4+0,7 1,7+2,1 1,7+0,8
2°més 1,2+0,3 1,4+0,6 1,5+0,9 140 1,4+0,6
3° més 1,2+0,3 1,5+0,6 1,6+1,0 1,2+14 1,4+0,7
6° més 09+04 1,3+£0,6 1,4+0,8 1,3+1,3 1,3+0,6
1 ano 08+04 1,3+£0,7 1,4+0,7 1,0+ 1,5 1,3+0,7

Valores expressos em média + desvio padrao; D= receptor; R= receptor; (+)= positivo; (-)=
negativo; p=0,133
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6- DISCUSSAO

O presente estudo abrangeu 132 pacientes que realizaram transplante renal no
Servico de Transplante do Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC). Na
maioria dos casos (87,8%, 113/132), os transplantes foram realizados com doadores
soropositivos para o CMV. Esses achados corroboram com alguns autores que
mostram que o transplante € uma importante via de transmissdo do CMV em
receptores de orgaos (LINARES et al., 2011, ZHANG et al., 2012). Dados
semelhantes foram encontrados em estudo de soroprevaléncia realizado em 660
doadores de 6rgéos do Estado do Ceara, onde 80,8% dos transplantes renais, 82%
dos hepaticos e 80,9% dos cardiacos foram realizados com 6rgaos provenientes de
doadores soropositivos (RIBEIRO et al., 2012).

A infeccado pelo CMV é uma importante causa de complicagdes nos primeiros
seis meses do pos-transplante, causando morbidade consideravel e mortalidade
ocasional nos pacientes (ROWSHANI et al., 2005; KANTER et al., 2009; CORDERO
et al., 2012). Alguns autores tém mostrado a forte influéncia da soropositividade para
CMV do par Doador/Receptor antes do transplante. Pacientes soronegativos que
transplantam com rim de doador soropositivo (Grupo 1: D+/R-) sdo considerados de
alto risco para desenvolver infecgdo primaria, enquanto que no grupo dos
soropositivos (Grupo 2: D+/R+), o risco é considerado moderado, uma vez que
esses pacientes podem apresentar reativacdo da cepa latente e/ou reinfecgao por
uma nova cepa do CMV proveniente do doador soropositivo (SILVA et al., 2007; EID
& RAZONABLE, 2010; CUNHA-BANG et al., 2011). Além disso, o risco de infecgéo
pelo CMV pode ainda ser maior quando o rim transplantado é proveniente de doador
falecido, onde cerca de 90% desses pacientes desenvolvem infecgao, contra 70%,

quando o 6rgao é proveniente de doador vivo (AGUADO et al., 2012).

No presente estudo, todos os 132 pacientes foram transplantados com rim de
doador falecido, somente 13 (9,8%) pacientes tiveram infecgdo ativa pelo CMV,
sendo 2 (15,4%) pacientes pertencentes ao Grupo 1 (D+/R-), e 11 (84,6%) ao
Grupo 2 (D+/R+). Provavelmente o baixo percentual (9,8%) encontrado,
principalmente nos pacientes do Grupo 1, considerados de alto risco de desenvolver
infeccdo primaria, quando comparado aos pacientes do Grupo 2, seja reflexo do
protocolo de profilaxia para CMV adotado pelo Servico de Transplante do HUWC.
Como regra, a profilaxia do CMV é realizada em todos pacientes do Grupo 1 € nos
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pacientes do Grupos 2 (D+/R+) e Grupo 3 (D-/R+) que fizeram terapia de indugao
com a Timoglobulina. Outros estudos detectaram percentual elevado (37,7 a 40%)
de infecgdo ativa pelo CMV nos pacientes do Grupo 1 (KUO et al., 2010; CUNHA-
BANG et al., 2011; ZHANG et al.,, 2012). Além disso, esses autores mostraram
correlagdo entre o risco de rejeicdo e o aumento da carga viral. Pacientes que
desenvolvem rejeicao aguda apresentam média de copias virais superiores aqueles
com rejeigéo leve ou crénica (2,32 X 103 a 1,02 X 10° versus 5,61 X 102 a 2,12 X104

copias de DNA/mL, respectivamente).

Apesar da média de copias de DNA do CMV/mL detectada no Grupo 2 ter sido
superior ao do Grupo 1 (526.262,92 + 2.298.558,71/mL e 1.058.900,00 =
1.041.100,00/mL, respectivamente, p<0,0001) ndo foi observada correlagdo nos
episodios de rejeicdo entre esses Grupos (p=0,4170). Porém, o mesmo néo foi
observado quando os dois grupos foram avaliados em fungcdo da necessidade de
dialise, onde os pacientes do Grupo 2 realizaram mais dialise no periodo poés-

transplante do que aqueles do Grupo 1 (p=0,0078).

Atualmente, duas modalidades de tratamento s&o utilizadas para evitar a
infeccdo ativa pelo CMV em transplantados renais: a profilaxia e a terapia
preemptiva (CORDERO et al., 2012). Como mencionado anteriormente, o Servigo de
Transplante do HUWC realiza a profilaxia em todos os pacientes do Grupo 1 e em
determinados pacientes do Grupo 2 e 3, mas a terapia preemptiva, que necessita do
monitoramento regular da replicagdo do CMV pela técnica da PCR em tempo real,
ainda nao faz parte da rotina do Servico de Transplante do HUWC.

Os resultados aqui apresentados fazem parte de um estudo pioneiro
realizado durante a implantagcdo da técnica da PCR em tempo real. Com a
implantagdo dessa metodologia, os pacientes podem ser monitorados ao longo dos
seis meses de transplante para se evidenciar a replicagdo do CMV e, diante disso,
iniciar o tratamento antiviral (KANTER et al., 2009; LINARES et al., 2011;
CORDERO et al., 2012). Segundo alguns autores, o encontro de 2.000 cépias de
DNA/mL do CMV é o ponto de corte considerado ideal para iniciar a terapia
preemptiva (MARTIN-GANDUL et al., 2013). Devido ao alto custo da profilaxia para
CMV e os efeitos adversos da terapia profilatica, em especial leucopenia, alguns
servigos tém realizado o monitoramento da carga viral pela PCR em tempo real e

naqueles em que copias de CMV sao detectadas, a terapia preemptiva € iniciada.
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Segundo Hellemans e colaboradores (2012), essa conduta tem reduzido os custos
do tratamento da infecgédo viral nesses servicos (HELLEMANS et al., 2012). Em
geral, os pacientes dos Grupos 1, 2 e 3 transplantados no HUWC fazem uso de
Ganciclovir durante o periodo de internagcdo no poés-transplante e, apos a alta
hospitalar, continuam o tratamento com Valganciclovir oral até completar 100
(Grupos 2 e 3) ou 200 (Grupo 1) dias de transplante renal (KUO et al., 2010; LUNA
etal., 2011).

Estudos mostram que o monitoramento da carga viral pela PCR em tempo real
possibilita uma reducao nos custos do tratamento, uma vez a terapia preemptiva
seria realizada somente nos pacientes que apresentarem infecgao ativa comprovada
pelo teste (KUO et al., 2010; HELLEMANS et al., 2012; BOARETTI et al., 2013;
MARTIN-GANDUL et al., 2013). O preco de cada comprimido de Valganciclovir,
usado na profilaxia para CMV, é R$ 119,00 (cento e dezenove reais). Assim, se for
considerado os custos de 90 dias de tratamento com Valganciclovir de somente um
paciente que toma 2 comprimidos de 450mg por dia, o custo do tratamento desse
paciente seria de R$ 21.420,00 (Vinte e um mil quatrocentos e vinte reais).
Considerando-se os 86 (65,2%) pacientes do presente estudo que fizeram uso da
profilaxia para o CMV, o custo do tratamento seria de R$ 1.842.120,00 (um milhdo
oitocentos e quarenta e dois mil e cento e vinte reais). Caso o monitoramento da
carga viral fizesse parte da rotina do HUWC, o tratamento antiviral teria sido
realizado somente nos 13 (9,8%) pacientes que apresentaram carga viral acima de
2.000/mL, com um custo estimado de R$ 278.460,00 (Duzentos e setenta e oito mil

quatrocentos e sessenta reais).

Alguns autores tém mostrado que além de minimizar o custo do tratamento, a
terapia preemptiva € significativamente mais efetiva do que a profilaxia na redugéo
do risco do paciente desenvolver doenga citomegalica (STRIPPOLI et al., 2006;
MARTIN-GANDUL et al., 2013). Além disso, diminui os efeitos adversos da
medicacdo e reduz o risco da resisténcia da cepa viral as drogas antivirais
(HELLEMANS et al., 2012; ZHANG et al., 2012; BOARETTI et al., 2013).

Em pacientes transplantados, o fator tempo é fundamental no diagndstico
precoce da infeccao ativa pelo CMV. A utilizagdo de técnicas rapidas, sensiveis e
especificas como a PCR em tempo real, que permitem a deteccdo precoce da

replicacédo viral e a quantificagcédo da carga viral com precisdo e em tempo habil, é
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extremamente utii no monitoramento da infecgdo pelo CMV no pds-transplante
(MADI et al., 2007; EID et al., 2010; ZHANG et al., 2012). Essa estratégia elimina o
tempo do tratamento profilatico e os seus efeitos colaterais, tais como, leucopenia,
anemia, diarreia, nauseas, anorexia, vomitos e pancreatite (EID & RAZONABLE,
2010; HELLEMANS et al., 2012).

O uso de drogas imunossupressoras potentes, o tipo de 6rgao transplantado, o
perfil sorolégico para CMV do par Doador/Receptor e a carga viral encontrada nos
primeiros trés meses de transplante sao fatores de risco associados a gravidade da
doenca citomegalica (HADAYA et al., 2003; EID & RAZONABLE, 2010; RHEE et al.,
2011). No presente estudo, todos os pacientes do Grupo 1, 2 e 3 fizeram uso de
Tacrolimus e Micofenolato Sédico. Outros fizeram uso de Prednisona e de terapia de
inducdo com Timoglobulina ou Basiliximab. Porém, ndo foi observada diferenga no
protocolo de indugdo e imunossupressao entre os grupos.

Segundo Boaretti e colaboradores (2013), pacientes com carga viral acima de
5.000 cépias/mL de DNA apresentam alto risco de desenvolver a doenca
citomegalica (BOARETTI et al., 2013). Em nossa casuistica, o paciente que
apresentou em sua primeira amostra de sangue 11.533.300,00 cépias de DNA/mL
estava internado com sintomas da doenca pelo CMV e, durante o tratamento
antiviral, novas amostras de sangue foram coletadas, sendo detectadas 100, 4.000,
300, 200 e, por ultimo, 80 cépias de DNA/mL de CMV. Apesar da queda brusca do
numero de copias/mL observada com o tratamento, o paciente continuou a profilaxia
com Valganciclovir oral durante 100 dias. Neste caso em particular, a terapia
preemptiva teria sido iniciada antes do paciente procurar atendimento médico com
sintomas da doenga citomegalica. (STRIPPOLI et al., 2006; MADI et al, 2007; RHEE
et al., 2011). Além disso, durante o tratamento, a carga viral seria monitorada para
assegurar a interrupcado da terapia nos pacientes que apresentem menos de 2.000
copias de DNA/mL, considerados de baixo risco de desenvolver a doenga
citomegalica. Isto poderia evitar um tratamento longo e desnecessario, e prevenir o
aparecimento de cepas resistentes aos antivirais (HADAYA et al., 2003; MADI et al.,
2007; Bieniek et al., 2011).
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7- CONCLUSOES

Este estudo realizado em amostras de 132 pacientes permitiu as seguintes
conclusdes:

A maioria dos receptores tinha sorologia positiva para CMV antes do
transplante e foram transplantados com doador de rim em morte encefalica com
sorologia positiva para CMV.

Nao houve diferenga significativa entre a terapia imunossupressora de indugao
ou manutencéo e o estado sorologico para CMV do par Doador/Receptor.

Presenca de copias de DNA de CMV > 100 cépias/mL foi detectada em 19,7%,
com média de 567.235,00 £ 2.231.948,00 coépias /mL.

Infecgao pelo CMV ocorreu em 9,8%.

A maioria dos pacientes com copias de DNA do CMV detectadas pela PCR foi
observada nos receptores soropositivos que receberam rim de doador soropositivo.

A maioria dos pacientes que apresentou infeccdo ativa ou doenga citomegalica
fez profilaxia o para CMV.

N&o houve diferenga significativa na creatinina sérica e na ocorréncia de

rejeicdo aguda entre os grupos.

Nossos resultados reforcam a necessidade do monitoramento da carga viral
pela PCR em tempo real em pacientes considerados de risco moderado para o
desenvolvimento da doenga citomegalica (Grupo 2) e a adogédo de terapia

preemptiva naqueles com infecg¢ao ativa.
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