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RESUMO

O citomegalovirus (CMV) é uma das principais causas de morbimortalidade
em pacientes imunodeprimidos, devido seu mecanismo de laténcia e reativagdo que
comumente ocorre nas imunodeficiéncias. Analises genéticas demonstram que a
viruléncia das cepas pode estar relacionada a diversidade genotipica. O principal
objetivo desse estudo foi descrever o perfil soroepidemiologico e a diversidade
genética do CMV por meio da detec¢do mutacées que conferem resisténcia viral ao
ganciclovir em pacientes imunodeficientes da cidade de Belém. Foi analisado um
total de 672 amostras, sendo: 243 portadores do HIV/aids, 257 pacientes
neoplasicos, 112 transplantados renais e 60 portadores de LES. A soroprevaléncia
de anticorpos para o CMV foi correspondente a 96,1% e os indices de infeccdo ativa
de 2,4% (n=16) inferior ao observado pelo método da qPCR que correspondeu a
15,63%. As diferencas nos indices de infeccdo deve-se a baixa sensibilidade
(5,71%) do método sorologico comprovado no Screening Test. A pesquisa de
mutacdes foi feita em 82 amostras pelo método do pirosequenciamento, sendo
amplificado um fragmento de 741pb do gene UL97, entre os nucleotideos 1087 —
1828. Foi observado que 100% (n=82) das amostras apresentavam duas mutacdes
com alteracdo de aminoacidos, no cédon 596 (E596K), e outra no cédon 604
(S604F). A mutacdo S604F nao foi encontrada em outras sequéncias virais do
geneBank. Outras dez mutagbes ocorreram entre os coédons 377 e 594 em oito
amostras, entre elas a mutacdo A594V em um paciente transplantado renal que
evoluiu a oObito. Concluiu-se que a prevaléncia de anticorpos e o perfil
epidemioldgico do grupo foram equivalentes aos observados em populacdes de
paises em desenvolvimento; os indices de infeccdo viral estdo relacionados a
reativacdo viral, sendo subestimados pela sorologia; a analise de sequéncia
demonstrou importante diversidade genética nas amostras examinadas; a deteccao

da mutacdo A594V sugere circulacdo de cepas com mutacao de resisténcia.

Palavras chaves: Citomegalovirus; resisténcia antiviral; imunodeficiéncia;

soroepidemiologia.



ABSTRACT

Cytomegalovirus (CMV) is one of the most common cause of morbidity and
mortality in immunocompromised patients because its latency and reactivation
mechanism that commonly occurs in immunodeficiencies. Genetic analysis showed
that the virulence of the strains may be related to genotypic diversity. The main
objective of this paper was to describe the seroepidemiology profile and genetic
diversity of CMV by detecting mutations that confer viral resistance to ganciclovir in
immunodeficient patients from Belém city.A total of 671 samples were analyzed: 243
HIV/AIDS, 257 neoplastic patients, 112 kidney transplant and 60 people with SLE.
The seroprevalence of antibodies was 96.1% and active infection and levels of 2.4%
(n = 16) lower than that observed by gPCR method which corresponded to 15.63%.
Differences in infection rates due to low sensitivity (5.71%) of the serological method
demonstrated in screening test. The mutation research was made in 82 samples for
pyrosequencing method, a 741pb segment of the UL97 gene was amplified, between
1087-1828 nucleotides. It was observed that 100% (n = 82) of samples had two
mutations in amino acid in codon 596 (E596K) and another one in codon 604
(S604F). The S604F mutation was not found in other viral sequences from GenBank.
Ten other mutations occurred between codons 377 and 594 in eight samples,
including the A594V mutation in a renal transplant patient who ended up dying.It was
concluded that the prevalence of antibodies and the epidemiological profile of the
group were similar to those observed in populations of developing countries; the viral
infection rates are related to viral reactivation, being underestimated by serology;
sequence analysis revealed significant genetic diversity in the samples examined;

detection of A594V mutation suggests circulating strains with resistance mutation.

Key words: Cytomegalovirus;  antiviral  resistance;  immunodeficiency;

seroepidemiology.
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INTRODUCAO

O citomegalovirus humano (HCMV) é um dos principais agentes causadores
de infeccbes congénitas, perinatais, infec¢des adquiridas na infancia e idade adulta.
A infeccao primaria pode ocorrer por vias naturais ou iatrogénicas (MENDRONE Jr.,
2010). Quando a transmissdo ocorre na fase do desenvolvimento intrauterino, é
considerada pré-natal ou vertical e pode causar infeccdo congénita; se ocorrer no
momento do nascimento ou nas primeiras mamadas, a transmissao € denominada
de perinatal e, na fase mais tardia do nascimento, denomina-se transmissao pos-
natal ou horizontal.

A capacidade de infectar o organismo humano em diferentes periodos da vida
do individuo deve-se a varios fatores, tais como: fatores socioecondmicos, laténcia
do virus no organismo, elevada endemicidade e a presenca do agente em diversos
fluidos organicos (REYNOLDS et al., 1973; LANG; KUMMER, 1975; STAGNO et al.,
1980; ALFORD; BRITT, 1996; PANNUTI, 2009).

O virus apresenta caracteristicas importantes e determinantes das infeccfes
virais nas imunodeficiéncias devido a permanéncia no organismo em estado de
laténcia, sendo responsavel por ocasionar infec¢des secundérias (DINIZ; VAZ, 1988;
TAYLOR-WIEDEMAN et al., 1991; MOCARSKI, 1996; PASS, 2002).

A infeccdo recorrente € um tipo de infecgdo secundéria ocasionada por
reativacdo da cepa enddgena, mas em alguns casos, também é possivel a
ocorréncia de reativacdo viral por cepa exdgena quando a via é iatrogénica. A
reativacdo viral é comum em individuos imunodeficientes como transplantados,

portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV), pacientes com cancer em

tratamento de quimioterapia, paciente com LES (lupus eritematoso sistémico) e



mulheres gravidas com prejuizos graves para o feto em desenvolvimento,
principalmente, no primeiro trimestre de gravidez (CHOU, 1986; GAYTANT et al.,
2003, OLIVEIRA et al., 2011). A infeccao viral pode comprometer diversos sistemas
do organismo como o visual, gastrointestinal, respiratério, sistema nervoso central
(SNC) entre outros (DREW, 1988, 1992; BRITT; ALFORD, 1996; LIMA et al., 2000,

CARAN et al., 2000, MARIGUELA et al., 2008).

Através dos métodos moleculares é possivel compreender o mecanismo da
infeccdo por HCMV, diferenciar infeccdes recorrentes por reativagcdo de cepas
enddgenas ou exdgenas, realizar o diagndstico com maior precisdo dos casos onde
0s sinais e sintomas clinicos da infeccado viral podem ser confundidos com a doenca
de base, ou ainda diagnosticar a doenca em suas formas subclinicas (CONCEICAO;

FOCACCIA; VERONESI, 1996; BRITT; ALFORD, 1996; SILVA et al., 2005).

Outros aspectos importantes dessas ferramentas de andlise é o uso de dados
moleculares para compor a epidemiologia do HCMV, classificar os genétipos das
cepas circulantes em determinadas areas geogréficas, identificar mutacées que
causam resisténcia aos medicamentos administrados na terapia antiviral entre
outros.

O tratamento geralmente envolve varias op¢des como: a terapia combinada
de antivirais, a introducdo de imunoglobulinas e a reducdo da imunossupressao
(BALISTRERI, 2010). A escolha da droga a ser utilizada depende da gravidade, do
local da doenca, da resisténcia ao medicamento, do grau de imunossupressao, e se
a doenca refere-se a primoinfeccdo ou reativacdo viral. Os antivirais mais
comumente utilizados no tratamento intensivo contra o citomegalovirus séao:

ganciclovir, forcarnet e cidofovir (CHOU et al.,, 1999; ERICE, 1999; BALFOUR,



1999). Sendo o ganciclovir a primeira droga licenciada para o tratamento da
citomegalovirose e € o Unico liberado para uso na rede publica.

Tém sido registrada resisténcia de cepas virais do citomegalovirus a esses
medicamentos. Essa resisténcia geralmente ocorre em dois genes alvos, UL97 e
UL54 e é devido a presenca de mutagcBes que levam o paciente a ndo responder ao

tratamento de forma eficaz (SMITH et al., 1997).

A infeccéo viral e a resisténcia medicamentosa associada a baixa imunidade
sao fatores de risco que contribuem para elevar a morbimortalidade em pacientes
com imunodeficiéncia (LURAIN; CHOU, 2010), sendo necessarios métodos
laboratoriais adequados, como as andlises por RFLP e sequenciamento, que

possam detectar mutacdes e genotipos de resisténcia aos antivirais.

Todos os fatores acima relacionados séo criticos e ressaltam a importancia da
realizacdo de um estudo sobre a pesquisa de mutacdes e gendtipos de resisténcia
ao ganciclovir em pacientes com imunodeficiéncia, o qual podera contribuir com a
saude publica de nosso Estado a fim de subsidiar a introducdo de medicamentos
alternativos no tratamento da citomegalovirose, nesse grupo de pacientes, tendo
como beneficio a reducdo no periodo de internacdo e o aumento na expectativa de

vida dos pacientes.



REFERENCIAL TEORICO

1. EPIDEMIOLOGIA DO CITOMEGALOVIRUS

O HCMV é um virus endémico, ndo sazonal, altamente prevalente no mundo,
com especial predominio de anticorpos em paises em desenvolvimento da América
Latina e paises Africanos (PANNUTI, 1996; 2009).

De acordo com os dados soroepidemiologicos, ha uma relacdo
proporcionalmente inversa entre a susceptibilidade das populacbes humanas e o
status socioecondémico. Grupos populacionais com nivel socioeconémico elevado
apresentam maior susceptibilidade e, consequentemente, menor imunidade ao virus,
ao passo que individuos de baixo poder aquisitivo apresentam maior imunidade e
menor susceptibilidade a doenca (STAGNO et al., 1982; PANNUTI et al., 1985;
LINHARES et al., 1989).

A transmissdo do virus pode ocorrer de varias maneiras: no ventre materno
através da placentaria, também conhecida como transmisséo vertical, a qual ocorre
de mae para filho durante o desenvolvimento fetal, ocasionando a infecgéo
congénita com indices que varia entre 0,3 a 2,2%. Outra forma de infeccdo é a
perinatal, onde a transmisséo ocorre atraves da cérvice uterino ou através do leite
materno. A transmisséo ocorre durante a passagem da crianca no canal de parto ou
logo apds o nascimento por meio da amamentacao, com frequéncia estimada entre
5 e 20% dos casos. As criangas e 0s jovens sado considerados importantes na cadeia
de transmissao viral, pois excretam o virus por longos periodos em grandes
quantidades pela urina e saliva, contribuindo para a transmissao do virus nas

diferentes faixas etarias, principalmente para cuidadores de criancas. No periodo



pés-natal, a transmissdo sexual passa a ser a principal forma de transmisséo
horizontal, principalmente na puberdade, quando se da inicio a vida sexual (VAN
DER MEER et al., 1996; CARRARO, 2001).

As maiores taxas de soroprevaléncia para o HCMV estdo entre as populacdes
procedentes de paises em desenvolvimento, variando entre 80 — 100%, e em
populacbes de paises desenvolvidos com taxas compreendidas entre 40 - 60%
(PANNUTI, 1984; 1996; 2009; SANTOS et al.,, 2002; JUNQUEIRA; SANCHO;
SANTOS, 2008). De acordo com Pannuti (2009), as taxas de soroprevaléncia nao
estdo relacionadas a distribuicdo geografica, mas ao nivel socioeconémico das
populacoes.

InvestigacBes conduzidas desde a década de 1960 sobre epidemiologia viral
nas diferentes faixas etarias demonstram que a aquisicdo do virus inicia nos
primeiros anos de vida, ainda no ventre materno. Diversos autores descreveram
taxas de infeccdo congénita por HCMV que variavam entre 0,2% a 3,2%
(BIRNBAUN et al., 1969; STARR et al., 1970; HANSHAW, 1971; STAGNO et al.,
1977; STAGNO et al., 1980; WEIRICH, 1998; OLIVEIRA et al., 2002).

Ahumada-Ruiz et al. (2004) observaram que a soroprevaléncia do
citomegalovirus na populacdo adulta da Costa Rica correspondia a 95%, sendo que
a infeccdo primaria geralmente ocorria nos primeiros anos de vida do individuo. A
precocidade na aquisicdo da infeccao pelo HCMV também foi evidenciada em um
amplo estudo sobre a frequéncia de anticorpos anti-HCMV, realizado em Portugal.
Esse estudo abrangeu 2.143 amostras onde foi constatado que 77% dos individuos
estudados ja haviam sido infectados pelo HCMV e, aproximadamente, 66% da
amostra eram da faixa etaria de 2 a 4 anos, confirmando a aquisicdo da infecgao

pelo HCMV nos primeiros anos de vida (LOPO et al., 2011).



Outros estudos comprovaram que a prevaléncia de anticorpos anti-HCMV
inicia na infancia e aumentam proporcionalmente com a idade, tendo maior
predominio de anticorpos apds os 25 anos, estando este aumento relacionado ao
inicio da atividade sexual do individuo (PANNUTI, 1984; NICHOLS; BOECKH, 2000).

Nos Estados Unidos, foi estimado que 58,9% dos individuos acima de 6 anos
de idade séo infectados pelo HCMV. Essa estimativa de acordo com Staras et al.
(2006) € compativel com os indices de soroprevaléncia em populacfes da Inglaterra
e Alemanha, sendo superior ao observado no Canad4, e inferior ao registrado na
india, Israel, Chile, Peru e Ardbia Saudita. Também foi observado aumento na
soroprevaléncia de anticorpos com aumento na faixa etaria dos individuos
americanos estudados. De acordo com esses autores a taxa de soroprevaléncia
aumenta com a faixa etaria, sendo encontrado até 90,8% de frequéncia de
anticorpos em individuos com idade = 80 anos nos Estados Unidos.

Um estudo soroepidemioldgico realizado em amostras de mulheres gravidas,
em criancas e recém-nascidos hospitalizados na Palestina, demonstraram elevada
frequéncia de anticorpos IgG anti-HCMV em 96,6% das mulheres, 88% das criancas
hospitalizadas e 98,4% dos recém-nascidos. A infeccdo por HCMV baseado na
sorologia positiva para IgM ocorreu em 11,5% das mulheres gravidas, 11,7% nas
criangas e em 2% de recém-nascidos hospitalizados (NEIRUKH et al., 2013). De
acordo com Hamdan et al. (2011), s&o registrados na Africa elevados indices de
soroprevaléncia de anticorpos para o0 HCMV em mulheres de diversos paises
africanos como em Benin (97,2%), Egito (96%) e Gambia (87%). Esses autores
também encontraram prevaléncia de anticorpos IgG em gestantes do Sudé&o
correspondente a 72,2%, segundo eles, os paises do sudeste africanos tem as

maiores prevaléncias.



Ressalta-se que elevada prevaléncia de anticorpos IgG anti-HCMV, nem
sempre € fator de protecdo para certos grupos de pacientes. A ocorréncia de
infeccdo na presenca de anticorpos anti-HCMV é um fato comumente evidenciado
em pacientes com imunodepressao tanto cronica quanto transitéria (RASMUSSEN;
COWAN, 2003; GANDHI; KHANNA, 2004; SILVA et al., 2005; MATOS; MEYER;
LIMA, 2011). Esse fato tem sido evidenciado, principalmente, em casos de infeccéo
congénita, na ocorréncia de reativagdo viral durante o periodo gestacional (HUANG
et al.,1980; SPANO et al., 2007; WANG et al.,, 2011). Nesse caso, ndo ha
consequéncias graves para a crianga, mesmo na presenca de anticorpos de
infeccéo pregressa da mae, antes da concepc¢éo, significando que os anticorpos nao
conferem imunidade completa ao feto contra o virus, mas podem reduzir a
intensidade dos efeitos clinicos da doenca (BRITT; ALFORD, 1996; GAYTANT et al.,
2003).

No Brasil, alguns trabalhos foram publicados sobre prevaléncia do HCMV em
diferentes faixas etérias e grupos populacionais. Em Santa Catarina foi realizado um
estudo por SOUZA et al. (2010) em 1045 amostras de doadores de sangue, sendo
demonstrado que a prevaléncia de anticorpos IgG para o HCMV correspondia a
96,45% com o percentual de infeccdo de 2,3%. Outra andlise soroepidemioldgica
realizada em uma comunidade urbana da cidade de Sao Paulo, Almeida et al. (2001)
observaram que a idade média de aquisicdo do citomegalovirus no pds-natal estava
compreendida entre 5 meses e 18 anos e que as mulheres em idade fértil, eram as
mais vulneraveis a primoinfeccdo. Nesse estudo foi observado ainda que a
prevaléncia de anticorpos anti-HCMV em criancas de 0-4 anos era de 60% e de 80%
em individuos adultos com mais de 50 anos. Esses percentuais demonstravam o

aumento da prevaléncia de anticorpos nas faixas etarias mais elevadas.



Na cidade de Belém, Estado do Para, poucos dados tém sido publicados
acerca da prevaléncia de anticorpos por HCMV. Na década de 1990, foi conduzido
um estudo epidemiologico sobre a infecgdo congénita em 663 recém-nascidos da
Maternidade da Santa Casa de Misericordia do Para, suspeitos de infec¢do por
citomegalovirus, com base em dois métodos laboratoriais. Foi observado que o
indice de infeccdo nos recém-nascidos por HCMV foi de 2,1% pelo método
sorolégico, enquanto que os resultados obtidos na mesma analise por isolamento
viral, a infeccao correspondeu a 3,2% (WEIRICH, 1998).

Estudos mais recentes sobre prevaléncia de anticorpos realizado por SILVA
et al. (2011) em pacientes com imunodepressdo da cidade de Belém-Pa,
demonstraram que a prevaléncia de anticorpos IgG anti-HCMV nesse grupo de
pacientes era de 87%, enquanto que 13% desses anticorpos eram IgM anti-HCMV.
Posteriormente, SILVA et al. (2013), realizaram outro estudo sobre a distribuicdo de
anticorpos anti-HCMV em mulheres gestantes e mulheres em idade fértil do
Municipio de Juruti-Pa, na faixa etaria compreendida entre 14 a 29 anos,
correspondendo a 87,8% e 82,3% dos casos, respectivamente. A elevada
endemicidade e as caracteristicas biol6gicas, somados a fatores socioecondmicos
contribuem para a manutencdo do perfil epidemiolégico do virus em paises em

desenvolvimento.

2. CITOMEGALOVIRUS HUMANO

O HCMV é o maior membro da familia Herpesviridae, membro da sub-familia

Beta-herpesvirinae, género Citomegalovirus, também conhecido como herpesvirus

humano-5 (HHV-5), virus da glandula salivar, HCMV ou CMV. Cada particula de



virion maduro mede em torno de 200 nm, envolto por uma membrana externa que
corresponde ao envelope fosfolipidico onde estdo localizadas as glicoproteinas
responsaveis pela antigenicidade viral (COMPTON, 2004). O envelope delimita uma
regido amorfa, intermediéria, chamada de tegumento a qual contém proteinas
importantes para a replicagdo viral. Mais internamente o virus apresenta um
capsideo de simetria icosaédrica, composto de 162 capsémeros, que contém o
genoma viral (Figura 1) de DNA dupla fita, linear, composto de 230 kpb, totalmente
sequenciado, com mais de 190 Regides codificadoras (Open Reading Frames -
ORFs) das proteinas virais (CHEE et al., 1989; RASMUSSEN, 1999; SILVA MCC et

al., 2011).
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Figura 1. Representacao grafica da particula viral do HCMV.
Fonte: http://www.books.google.com.br/books/about/cytomegaloviruses _and their
replication.html)
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As particulas virais sdo termolabeis, com vida média de 45 minutos a 37° C
(PANNUTI, 1996), sensiveis a pH baixo, solventes lipidicos e ao calor (MOCARSKI,
1996). Apresenta crescimento e efeito citopatico lentos em cultivo celular, sendo que
a célula preferencial de cultivo para o virus é o fibroblasto humano (HUANG et al.,
1976; GRIFFITHS, 2002).

A particula viral é formada por quatro isbmeros produzidos pela inversdo de
duas regides gendmicas (Figura 2) denominadas: regido uUnica Longa (UL) e regido
Unica Curta (US). A regido UL estd localizada entre as sequéncias terminal repetida
longa e interna repetida longa (TRL e IRL) e a regido US localiza-se entre as
sequéncias terminal repetida curta e interna repetida curta (TRS e IRS) (GRIFFITHS;
GRUNDY, 1987; SILVA MCC et al.,, 2011; McSHARRY; AVDIC; SLOBEDMAN,

2012).

U, U,
uL47
UL146 us2?
L4 Us28
ul2Ls UL s vuna vuzs | RR ‘
TRL— I I I I — TRS
- /\ D>
—p el \— = == = = =)
uL21.s uL33 uL7s UL147 UL1d6  UL144  Us27
v £
fxon 1 A [wnZJ;wn! B
cmvil-10
e \—\— 17521 N
LAcmwiL-10 /\ >
uL128
dh 1392

Figura 2. Representacdo esquematica das regides Unica longa e Unica curta,
flanqueadas por sequéncias terminais repetidas longas (TRL) e repetida interna
longa (IRL) e interna repetida curta (IRS) e terminal repetida curta (TRS), adaptado
de McSharry; Avdic; Slobedman (2012).
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Nessas regides encontram-se as sequéncias codificadoras para as proteinas
do virion as quais estdo distribuidas no capsideo, tegumento e envelope (Figuras 2 e
3) (BRITT; BOPPANA, 2004). A principal proteina do capsideo apresenta 1.370
aminoacidos, compde 90% do teor proteico do tegumento viral, denominada PUL86,
a qual possui algumas similaridades com a proteina VP5 do HSV1. Duas proteinas
do tegumento localizadas entre o capsideo e o envelope, as fosfoproteinas pp150 e
pp65, as quais fazem parte da estrutura viral, ttm importancia imunogénica e
desempenham importante papel na regulacéo de genes do HCMV e na modificagao

do metabolismo da célula hospedeira.
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Figura 3. Estrutura do HCMV. Em verde estédo representados os genes do capsideo,
em vermelho os genes do tegumento e em azul-claro e lilds, as glicoproteinas. O
conjunto representa as proteinas estruturais do virus (adaptado de Griffits, 2002)
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Outras proteinas que fazem parte do virion sdo as glicoproteinas (gP) do
envelope. Foram descritas por Rasmussen (1999) 12 glicoproteinas no tegumento
viral, entre as quais seis foram mapeadas, denominadas de: gPUL,4 (gP48), gPUL33
(GCR), gPULss (9B), gPUL7s (gH), gPUL100 (9M) € gPUL115 (gL).

Dentre o grupo das glicoproteinas, duas sao consideradas importantes no
HCMV por estarem envolvidas com a antigenicidade e imunogenicidade do virus,
uma é a glicoproteina B (gB) e outra a glicoproteina H (gH). A gB também
denominada de gA, gP55-116, gP58, p130/55 e gP52, e a gH é denominada de p86,
também referida como gPUL75. Parte das glicoproteinas sdo organizadas em
complexos de alto peso molecular designados gcl, gcll e gclll (quadro 1)

(RASMUSSEN, 1999; PIGNATELLI et al., 2004).

Quadro 1. Agrupamento das glicoproteinas em complexos proteicos de alto peso

molecular

Complexo molecular Glicoproteinas Outras denominagdes

gcl gB gA, gP55-116, PUL5S5
gP58, p130/55 gPs;

gcll gM gPULjo0
gN gPUL73
gclll gH P86, gPULs
gL gPULys5
goO gPUL4

Fonte: Adaptado de Rasmussen (1999); Pignatelli et al. (2004).
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A glicoproteina gB pertence ao complexo gcl (GRETCH; GEHRZ; STINSKI,
1988; SINZGER; JAHN, 1996; PIGNATELLI et al., 2004), as glicoproteinas gM e gN
pertencem ao complexo gcll e a glicoproteina gH em conjunto com as glicoproteinas
gL e gO compdem outro complexo denominado gclll (PIGNATELLI et al., 2004,
MATOS; MEYER; LIMA, 2011).

A gB é uma das principais proteinas do envelope viral, possui 150Kd de
tamanho e juntamente com a gH desempenha importante papel na penetracdo do
virus na célula hospedeira, na transmissédo e na formacéao de sincicios (CHOU, 1992;
NAVARRO et al., 1993). Essa glicoproteina em conjunto com a gH, sdo alvos de
anticorpos neutralizantes contra o citomegalovirus no organismo humano e possiveis
candidatas a producdo de vacinas (CHOU; DENNISON, 1991; GHANDI; KHANNA,
2004; BROWNE, 2009).

As glicoproteinas gM e gN em conjunto com a gB e gH sao essenciais para a
infectividade do virus (MATOS et al., 2011). Além dessas proteinas, a fosfoproteina
Pp71 da familia UL82 localizada no tegumento viral, também desempenha um papel
importante na replicacao do virus. Esta proteina funciona como ativador eficiente da
expressao génica viral na fase imediatamente inicial do ciclo de replicacédo litica do
virus (MOCARSKI, 1996; TOMTISHEN, 2012).

Outras proteinas que se expressam na replicagdo do HCMV no interior da
célula hospedeira sao classificadas em a, B e y. A proteina a é codificada por 3
genes em trés regides: IE; (gene principal ou maior), IE, (regido adjacente ou
secundéria) e IE3 (32. regido). Esta proteina participa da transcrigdo do virus na fase
imediatamente inicial, e expressa dentro de 0 a 2 horas ap0s a infec¢do. Ela esta
associada a regulacao da replicagao do virus juntamente com a proteina B que se

expressa em uma fase denominada inicial da replicagéo viral entre o periodo de 2 a
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24 horas, antes da sintese do DNA viral, sendo que a principal proteina deste grupo
esta ligada ao DNA viral. A proteina y se expressa numa fase considerada tardia,
apos 24 horas, estando mais envolvida com a estrutura viral. Varias glicoproteinas
se expressam tanto na fase inicial quanto tardia apds a infeccdo da célula

hospedeira (RASMUSSEN, 1990).

2.2 MECANISMO DE INFECCAO E LATENCIA VIRAL

A infeccéo foi descrita pela primeira vez por Klemola; Kaariainen (1965), como
um quadro similar ao da mononucleose infecciosa por Epstein Barr em pacientes
com imunocompeténcia, e por esta razdo, também ficou conhecida como uma das
doencas do grupo "mononucleose simile”.

O periodo de incubacdo da doenca varia entre 4 a 12 semanas quando o
virus ja pode ser detectado e a infeccdo, na maioria dos casos, pode evoluir de
forma inaparente ou subclinica em pacientes com imunocompeténcia, sendo que
nos casos sintomaticos o individuo pode apresentar febre persistente, mialgias e
adenomegalia cervical (BRITT; ALFORD, 1996).

Apés a primeira infeccdo, o virus pode permanecer no organismo de forma
latente e devido situacdes de baixa imunidade, este agente pode sofrer reativacao
ocasionando novo quadro clinico, que na maioria das vezes, difere do quadro da
primoinfecgdo. A reativacdo viral também pode ocorrer em pacientes com
imunocompeténcia, mas nao é um fato comum (TAYLOR-WIEDEMAN et al., 1991).

O HCMV infecta uma variedade de células como as epiteliais, endoteliais,
fibroblastos, leucdcitos, células especializadas como: dos neurbnios, da retina, do

musculo liso, do sistema gastrointestinal, hepatécitos e outras (DINIZ; VAZ, 1988;
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TAYLOR-WIEDEMAN et al.,, 1991; SINZGER; JAHN, 1996; MOCARSKI, 1996;
JARVIS; NELSON, 2002), sendo as células mononucleadas do sangue periférico os
principais sitios de laténcia do virus (MENDRONE Jr., 2010). In vitro, o virus
apresenta crescimento lento em cultivo celular, mas rapida replicacdo no organismo
vivo (HUANG et al., 1976; GRIFFITHS, 2002).

O mecanismo de infec¢gdo ocorre inicialmente quando o virus adsorve a célula
hospedeira por meio da ligacdo de um complexo de glicoproteinas presentes no

envelope viral, com receptores de membrana celular (figuras 4 e 5).

Membrana celular
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Figura 4. Mecanismo de fuséo virus-célula através de receptores de membrana e
glicoproteinas virais. Adaptado de Eisenberg et al. (2012)
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Figura 5. Mecanismo de infeccdo HCMV na célula hospedeira. Adaptado de
Compton (2004)

Com a fusdo das membranas viral e celular, ocorrera ativacdo nas vias de
sinalizacdo da célula hospedeira que irdo promover mudancas no mecanismo de
transcricdo celular, ocorrendo uma série de eventos que levardo a infeccao litica e
ao mecanismo de laténcia.

Apos a fusdo, ocorre o rompimento das membranas com liberacdo de
proteinas do capsideo e do tegumento para o citoplasma da célula (figura 5)
juntamente com a ejecdo do material genético (DNA), que penetra nos poros
nucleares por meio dos microtabulos atingindo o nucleo (KALEJTA, 2008; MILLER;
HERTEL, 2009). Com isso, da-se o inicio a replicacdo viral que inicia entre 12-24
horas apo0s a penetragdo do agente na célula, com expressdo de genes virais em
forma de cascata no nucleo celular. Esse evento comeca por meio da transcricdo de

genes imediatamente-iniciais (genes IE) os quais irdo ativar os genes iniciais (gene
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E) e na sequéncia, outros genes (gene L) serdo expressos (PENFOLD, MOCARSKI,
1997; JUNQUEIRA; SANCHO; SANTOS, 2008).

Esse complexo glicoproteico é formado pelas glicoproteinas gM/gN
(UL100/UL73); gB (UL 55); gH/gL (UL75/UL115) e proteinas auxiliares UL128,
UL130 e UL131 (KAYE; GOMPELS; MINSON, 1992; MILNE; PATERSON; BOOTH,
1998; BROWNE, 2009; EISENBERG et al., 2012) as quais possuem receptores de
membranas especificos, como: heparina sollvel, anexinas, fator de crescimento
epidermal (EGFR) e as integrinas, os quais ligam-se a glicoproteinas B (figura 5); o
“heparan sulfato proteoglican” (HSPG) é receptor do complexo glicoprotéico gM/gN e
das glicoproteinas B, e as integrinas sé&o receptores celulares do complexo gH/gL
(BOEHME; COMPTON, 2006; ISSACSON; COMPTON 2009).

Com a ejecdo do genoma viral na célula hospedeira, duas proteinas do
tegumento, a pp65 e pp71, migram até o nucleo da célula permissiva dando inicio a
infeccdo litica (GRIFFITHS, 2002; KALEJTA, 2008). A pp71 € importante no ciclo de
replicacéo viral devido participar do processo de ativacdo e expressao dos genes IE
que favorecem o inicio da replicacdo litica (TOMTISHEN, 2012), sendo que o
produto desses genes ira controlar tanto a expressdo de outros genes virais quanto
de genes de origem celular. Este gene é importante tanto da infeccéo litica quanto
da infeccao latente (SINCLAIR; SISSONS, 2006; KALEJTA, 2008).

A infeccao litica acontecera por meio de trés eventos importantes: o primeiro
€ a producao de proteinas regulatorias, o segundo € a producéo da DNA polimerase
e o terceiro, a producdo de proteinas estruturais para montagem de novos virus
(JUNQUEIRA; SANCHO; SANTOS, 2008).

Nas células ndo permissivas, a infeccdo é interrompida por um blogueio na

expressao dos genes virais da fase imediatamente inicial (IE) impedindo a replicacao
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e, simultaneamente, favorecendo o mecanismo de laténcia (COMPTON, 2004;
SINCLAIR; SISSONS, 2006) que ocorrerd em fungcdo da limitagdo da expressédo
desses genes. E importante registrar que algumas células ndo permissivas também
poderdo permitir a replicagdo viral apés um processo de diferenciagédo celular como
€ 0 caso dos mondcitos que nao sdo células permissivas, mas no processo de
diferenciacdo da linhagem celular para macréfagos tornam-se permissivos
(SINZGER; JAHN, 1996) dando continuidade a fase replicativa e litica do virus
(TOMTISHEN, 2012).

Os produtos dos genes IE codificam para que as fosfoproteinas regulatérias
sejam expressas sem a necessidade da sintese de DNA polimerase ou de proteinas
que possam transcrever a codificacdo. Esses genes também sdo responsaveis pela
replicacdo do DNA viral e a expressao de genes tardios das principais proteinas
estruturais, para a formacéo e liberacdo de novas particulas virais (TOMTISHEN,
2012). O produto dos genes E codificam para DNA polimerase e outras fungdes
virais necessarias para sintese da DNA polimerase e de proteinas estruturais e do
tegumento, enquanto que os produtos dos genes L codificam para proteinas
estruturais necessarias para o empacotamento das particulas virais (HARKINS et al.,
2002).

A proteina pp65 é a responsavel pelo mecanismo de evasdo do virus ao
sistema imune, favorecendo o mecanismo de laténcia viral, durante a infeccdo por
meio da inibicdo de células natural killer (NK) sobre as células infectadas (KALEJTA,
2008). Essa proteina desempenha um papel importante nos processos de
degradacéo da cadeia alfa do HLA-DR e da fosforilagéo das proteinas virais da fase

imediatamente inicial - IE, causando blogueio na apresentacdo das mesmas por
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moléculas do sistema MHC classe | (GILBERT et al, 1996; LOENEN;
BRUGGEMAN; WIERTZ, 2001; KALEJTA, 2008).

A resposta imunoldgica contra o virus ocorre por meio da imunidade inata
com acédo das células NK e dos receptores Toll-like (TLRs) tipo 2 e 3. A resposta
adaptativa celular ocorre por meio dos linfocitos TCD8 e TCD4, e a humoral por
anticorpos IgA, IgM e IgG (COELHO; CASTELO, 2009; MATOS; MEYER; LIMA,
2011; LORENZI; COELHO-CASTELO, 2011).

Os receptores presentes na membrana hospedeira como os Toll-likes
induzem a resposta imune inata contra o HCMV, ativando sinais de transducdo na
célula que vao estimular a expressao de genes importante com atividade antiviral,
producdo de citocinas inflamatérias, quimiocinas e ativacao do fator nuclear-kB (NF-
kB) (COMPTON, 2004; BOEHME; GUERRERO; COMPTON, 2006; COELHO;
CASTELO, 2009).

A resposta adaptativa celular mediada por linfocitos T citotéxicos (TCD8+),
importante no controle da replicacao viral na infec¢do aguda, mas ndo tem a mesma
eficiéncia na infeccédo latente (KHAN; PRASAD; KLEIN, 2009), uma vez que as
células ndo permissivas que albergam virus nessa condicdo (mas com potencial de
reativacao) ndo sdo alvos do sistema imune (SINCLAIR; SISSONS, 2006) devido a
acao da proteina pp65.

A resposta adaptativa humoral ocorre com a producdo das imunoglobulinas
da classe IgM e posteriormente da classe IgG, sendo que o anticorpo IgM confirma a
infeccdo ativa do virus na infecgdo primaria, podendo em alguns casos, ser
encontrado em até mais de um ano, enquanto que os anticorpos IgG permaneceréo
no organismo de modo indefinido indicando infeccdo pregressa (JUNQUEIRA;

SANCHO; SANTOS, 2008; MATOS; MEYER; LIMA, 2011).



20

2.3. INFECCAO VIRAL EM PACIENTES IMUNODEPRIMIDOS

Em pacientes com imunodepressédo a infeccdo pode ser ocasionada tanto
pelo contato com o agente pela primeira vez (primoinfec¢éo) ou por reinfeccdo com
nova (s) cepa (s), ou ainda, por reativacdo da cepa que ficou latente no organismo
posterior a primeira infeccdo. E comum a reinfecgdo por reativagdo viral nas
imunodeficiéncias. Isso acontece devido as terapias imunossupressoras as quais
sdo submetidos alguns pacientes como transplantados, pacientes com cancer,
pacientes com LES ou quando os individuos apresentam alguma deficiéncia
imunoldgica que pode ser adquirida em decorréncia da infeccdo por outros agentes
como HIV ou deficiéncia na resposta imunoldgica devido a imaturidade do sistema
imune como é o caso dos recém-nascidos infectados no ventre materno (SILVA et
al., 2007; JUNQUEIRA; SANTOS; SANCHO, 2008; PANNUTI 2009). Esta forma de
infeccdo pode ocorrer tanto na forma disseminada quanto 6rgéao especifico (ARCE-
SALINAS; VILLASENOR-OVIES, 2012).

Outra caracteristica do HCMV de importancia em sadde humana é o
acentuado tropismo pelo sistema nervoso central e reticuloendotelial, sendo incluido
entre os virus neurotrépicos de importancia médica (GARCIA, 1981; STAGNO;
WHITLEY, 1985; DINIZ & VAZ, 1988).

Em individuos soropositivos para o HIV, o virus pode atuar como indutor ou
cofator de progressdo na patogénese da infeccao pelo HIV (DREW, 1988, 1992;
BRITT; ALFORD, 1996), sendo que o quadro clinico desta comorbidade varia nos
portadores de imunodeficiéncia. A citomegalia em portadores do HIV geralmente
cursa com diarreia persistente acompanhada ou ndo de hematoquezia e alteracdes

nos sistema visual e respiratorio (LIMA et al., 2000). Nos transplantados, promove
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infeccdes graves e de repeticdo nos sistemas respiratorio e visual podendo causar
infec¢des subclinicas, além de estar envolvido na rejeicdo do enxerto (PANNUTI,
1995; DAL MONTE et al., 1996).

Rasmussen (1999) refere que a detecgcao e a quantificacdo da carga viral do
HCMV em pacientes transplantados e HIV soropositivos, sdo importantes para
identificar pacientes sob o risco de desenvolver infecgéo viral. De acordo com esse
autor, pacientes com carga viral elevada podem n&o desenvolver manifestacoes
clinicas aparentes, e pacientes com carga viral baixa podem apresentar
manifestacbes clinicas aparente. Com base nas andlises de restricdo dos genes
codificadores das proteinas do envelope viral do citomegalovirus, a viruléncia em
individuos com imunodeficiéncia pode estar relacionada a variabilidade genética das
cepas virais, sendo esta relacéo ainda objeto de estudo (FRIES et al., 1994; VILAS-

BOAS et al., 2003).

2.3.1 Infecgéo por HCMV em pessoas vivendo com HIV/aids

Em termos de morbidade e mortalidade dos portadores do HIV, o HCMV é
extremamente importante devido a diminuicdo na contagem de células TCD4" que
favorece a infeccao viral, principalmente, por reativacdo viral (ARIES & SCHAAF,
2007). Embora a reativacdo ndo seja um mecanismo bem compreendido, ha
hipotese de que o fator de necrose tumoral TNF-a seja responsavel pelo acimulo do
fator nuclear NF-xB nas células hospedeiras com ativacdo do processo de replicagéo
viral do HCMV (SPRINGER; WEINBERG, 2004).

A maior gravidade da infeccdo por HCMV em pacientes HIV+ esta

relacionada a alguns fatores de risco como a diminuicdo das células CD4"
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<50cels/mm?® e a elevada carga viral do HCMV (CUNHA et al., 2011). Some-se a
isso a gravidade das manifestac¢des clinicas que de acordo com Matos; Meyer; Lima
(2011) existe uma relacao diretamente proporcional entre as manifestacdes clinicas
e a carga viral do HCMV. Fielding et al. (2011) também observaram forte associacdo
entre a presenca do HCMV em elevado numero de copias, e a mortalidade de
individuos portadores do HIV+, ndo sendo esta associagdo restrita a pacientes em
estagio avancado da aids.

A infeccdo por HCMV nesse grupo de pacientes compromete varios 0rgaos
levando ao desenvolvimento de doencas importantes como a retinite no sistema
visual, pneumonia intersticial no trato respiratério, além de hepatite, artrite, cardite;
doencas do sistema nervoso central como a encefalite e infeccbes diversas do trato
gastrointestinal (LIMA et al., 2000; TAYLOR, 2003; GRIFFITHS, 2004; RAFAILIDIS
et al., 2008).

A retinite € uma das principais doencas causadas pelo HCMV, mas apesar de
consideravel reducéo apds a terapia antirretroviral, ainda é possivel encontrar casos
da doenca com consequéncias graves para o paciente (TERRA et al., 2000;
FIGUEIREDO et al., 2013). O risco de retinite é aumentado nos pacientes com
diminuic&o dos linfécitos TCD4+ <50 cels/mm?3 de sangue na presenc¢a do DNA viral
(TERRA et al., 2000; HAIDAR et al., 2001; WAIB, 2003; DIMANTAS et al., 2004).
Ressalta-se ainda que a retinite e as afec¢bes do trato gastrointestinais podem ser
definidores do quadro da aids (FRANCIS et al., 1989; FIGUEIREDO et al., 2013;
JUNQUEIRA; SANCHO; SANTOS, 2008).

Quando o sistema gastrointestinal é afetado, o paciente pode apresentar dor
abdominal, diarreia, colite, gastrite, esofagite, vasculite, sangramento digestivo e

lesdes ulcerativas (FRANCIS et al., 1989; PANNUTTI, 1995; SEDDON; BHAGANI,
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2011). Segundo Francis et al. (1989), o HCMV é um dos agentes mais comuns nas
infecgcbes gastrointestinais nos pacientes com aids, diagnosticados por necropsia, ao
passo que em vida, a maioria dos casos sao subnotificados.

A importancia do HCMV como patdégeno entérico em pacientes HIV positivos
foi constatada por Marques et al. (2007) realizando colonoscopia em 200 pacientes
HIV positivos com quadro clinico de diarreia, confirmado pela técnica de
imunohistoquimica, sendo constatado que 25,5% dos pacientes eram positivos para
o HCMV. Lima et al. (2000) constataram menor sobrevida dos pacientes HIV com
colite causada por HCMV, do que individuos portadores do HIV com diarreias
ocasionadas por outros agentes oportunistas. Também foram observados pacientes
com colite por HCMV com sangramento intestinal abundante, sendo necesséria
algumas vezes reposi¢cao volémica em alguns pacientes.

A infeccdo pulmonar constitui-se outra causa de morbimortalidade importante
em portadores de imunodeficiéncia (YADEGARYNIA et al., 2009). Em individuos
com HIV, agentes etiolégicos de diferentes naturezas biol6gicas sdo potentes
causadores de pneumonia. O P.carinii, € um dos principais agentes causadores de
infeccdo pulmonar, entretanto quando a contagem de CD4+ estd <50 células/ul o
citomegalovirus constitui-se em importante causa de pneumonia nos pacientes com
aids (PEREIRA et al., 2002; COSTA, 2010). Este agente viral tem sido evidenciado,
principalmente, em exames histologicos de material de necropsia de pacientes que
foram a Obito por infeccdes pulmonares (CONCEICAO et al., 1996; PEREIRA et al.,
2002; ARIES & SCHAAF, 2007; LOURENCO et al.,, 2008). O acometimento
neuroldgico € um quadro clinico de importancia significativa, pois a encefalite por
HCMV em pacientes com aids pode ocorrer de forma subaguda ou crbnica, sendo

um mau prognostico em pacientes nio tratados e com contagem de CD4" <100
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cels/mm?® (GRIFFITHS, 2004). Nos casos de doencas neuroldgicas ocasionadas por
HCMV, 15 a 30% necessitam de confirmagdo diagnostica, e esta confirmacdo tem
sido feita em analise de necropsia (PANNUTTI, 1995; SALAMANO et al., 2001).

A aplicagdo de medicamentos antirretrovirais altamente eficazes - Highly
Active Antirretroviral Therapy (HAART) no tratamento do HIV apresentou novas
perspectivas de sobrevida para os portadores deste agente, devido a melhora do
estado imunolégico do paciente com aumento na populacdo de linfocitos TCD4+.
Nesse caso, houve consideravel diminuicdo das infeccdes secundarias oportunistas,
reducdo nas hospitalizacbes e aumento na sobrevida dos pacientes infectados pelo
HIV. Apesar desses beneficios, surgiram casos pediatricos graves de retinite pelo
HCMV na era p6s- HAART, tdo agressivos quantos os casos da era pré-HAART
(DIMANTAS et al.,, 2004). Nao obstante a isso, a restauracdo imunoldgica do
paciente na era p0s-HAART, tem levado o individuo a apresentar manifestacdes
clinicas que podem estar mais relacionadas a Sindrome Inflamatéria da
Reconstituicdo Imunoldgica — SIRI do que as infeccbes propriamente ditas, em
decorréncia da exacerbacdo na resposta imunoldgica a infeccao viral (NADAL;

MANZIONE, 2009).

2.3.2 Infecgédo por HCMV em portadores de Lupus Eritematoso Sistémico

O lupus eritematoso sistémico (LES) é uma doenca autoimune, inflamatoria,
multissistémica, caracterizada pela ativacdo de células T e B com producao
desregulada de autoanticorpos. Diversos fatores como causas infecciosas,
hormonais, ambientais, exposicdes a agentes fisicos e quimicos, além de fatores

intrinsecos, sédo capazes de desencadear o processo de ativacdo da doenca (SATO,
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2008; CUHACOVICH; GEDALIA, 2009). Dentre essas causas, a de origem
infecciosa foi considerada uma das mais comuns em pacientes com LES que
evoluem para o 6bito (GREENBERG, 2002).

Entre as infec¢des virais que acometem o paciente portador de LES, o
Parvovirus B-19 e o HCMV séo os mais frequentes (RAMOS-CASALS et al., 2008),
sendo o HCMV responsavel por ocasionar infecgces em pacientes severamente
imunodeprimidos por exercer papel fundamental como agente imunossupressor,
favorecendo outras infec¢des secundarias causadas por bactérias e/ou por fungos
(FREEMAN, 2009).

O HCMV pode causar tanto a infeccdo sistémica quanto infec¢cdo 6rgéo
especifico. Durante a terapia com corticéides este agente pode ocasionar quadro de
pneumonia intersticial, trombocitopenia, hepatite, meningite, vasculite, ulceracdes
dermatolégicas, infeccbes do trato gastrointestinal, oftalmolégicas, e sinais e
sintomas ndo especificos (SEKIGAWA et al., 2002; RAMOS-CASALS et al., 2008;
CUCHACOVICH; GEDALIA, 2009; KHAN; PRASAD; KLEIN, 2009). No entanto, o
quadro clinico do paciente pode evoluir para a melhora quando administrado o
ganciclovir associado ou n&o a corticoterapia (VARANI; LANDINI, 2011).

De acordo com Sekigawa et al. (2002) a relacédo entre a infeccdo por HCMV e
o LES ocorre em trés padrfes distintos de infeccdo. O primeiro seria de que a
infecgcdo por HCMV ocorreria no curso do tratamento com corticoides. Este padrao
de infeccdo é o mais comum em pacientes LES devido a predisposicédo as inimeras
infeccbes ocasionadas por diferentes agentes bioldégicos (GREENBERG, 2002). O
segundo padréao poderia ou ndo estar relacionado a terapia imunossupressora, pois
em pacientes portadores de LES, principalmente com agravo reumatico, a infeccao

oportunista por HCMV ocorreria quando houvesse uma desregulacdo no sistema
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imune do paciente e n&o exatamente relacionado ao uso dos corticoides
(EISENSTEIN; WOLF, 2010).

O terceiro padrao de infeccdo seria a ativagcdo do lupus pelo HCMV em
pacientes com diagnostico, desta doenca, ainda ndo confirmada e sem tratamento.
Nesse caso, 0 virus € o agente desencadeante do LES como cogitado por outros
pesquisadores (CUCHACOVICH; GEDALIA, 2009; ARCE-SALINAS; VILLASENOR-
OVIES, 2012; SODERBERG-NAUCLER, 2012).

Devido ao pleomorfismo do quadro clinico do LES, o HCMV também faz parte
do diagndstico diferencial juntamente com outros agentes de natureza infecciosa e
ndo infecciosa (SATO, 2008). Uma das complicacdes clinicas em termos de
diagnostico € a semelhanca entre as manifestagfes clinicas do LES e a da
citomegalia (ARNEZ et al., 2012), sendo importante o diagnostico laboratorial por
métodos adequados, principalmente, na ocorréncia de reativacdo viral. Pois é
comum em métodos sorolégicos a ocorréncia de anticorpos IgM falso positivos
produzidos por células B autorreativas (ARCE-SALINAS; VILLASENOR-OVIES,

2012) podendo levar a erros no diagnéstico laboratorial do paciente.

2.3.3 Infeccao por HCMV em pacientes transplantados

A infeccdo por HCMV em receptores de orgdos é favorecida por alguns
fatores de risco como a laténcia do HCMV, o perfil sorolégico do doador/receptor; a
imunodeficiéncia induzida pelo emprego da corticoterapia ap6s o transplante e a
resposta imunolégica ao enxerto (GRANATO, 2001; RAZONABLE, 2008; KIM; KIM,

2011).
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Ha dois principais mecanismos de infeccdo por HCMV na relacao
doador/receptor. A infeccdo viral em receptores soronegativos ocorre quando o
doador tem histéria de infeccdo pregressa e o virus, na forma latente, reativa nas
células do o6rgdo enxertado desencadeando a infeccdo no receptor. Outro
mecanismo de infeccdo ocorre quando o doador e o receptor sdo soropositivos e ha
reativacdo da cepa exOgena presente no 6rgao transplantado reinfectando o
receptor. Geralmente esse tipo de infeccdo ocorre devido a imunossupressao
causada pela corticoterapia administrada ap6s o transplante (SILVA et al., 2007;
JUNQUEIRA; SANCHO; SANTOS, 2008).

Em receptores de 6érgaos sélidos, o impacto da infeccdo por HCMV leva a
manifestacdes clinicas com efeitos direto e/ou indireto, que podem evoluir para o
Obito. Destaca-se como efeito direto a doenga invasiva com comprometimento
gastrointestinal (diarreia, nauseas, colite, esofagite, gastrite e enterite), hepatite,
pneumonia, afecgbes do SNC e retinite, além de quadro sindrébmico caracterizado
por febre, neutropenia, trombocitopenia, perda de peso, mielossupressédo e mal estar
(MYLONAKIS, KALLAS, FISHMAN, 2002; RAZONABLE, 2008; 2010; GORDON,
2013).

Em receptores de medula 6ssea, a infeccdo pode levar a quadros de
pneumonia com elevada taxa de mortalidade, mas se o 6rgéo transplantado for
sélido como: o figado pode ocorrer hepatite; se for rim, a infeccdo cursa com
elevacdo da creatinina sérica, febre, leucopenia com linfécitos atipicos,
trombocitopenia, hepatomegalia, mialgias e artralgias (TAYLOR, 2003; POUR-
REZA-GHOLI et al., 2005). Os efeitos indiretos da infeccao viral estdo relacionados a
imunomodulagédo da resposta imune no paciente, levando a rejeicdo do enxerto e a

instalacdo de infec¢cbes secundarias oportunistas (FREEMAN, 2009).
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As infeccbes pelo HCMV geralmente ocorrem nos primeiros 3 meses pos-
transplante, mas € possivel ocorrer mais precocemente (PANNUTI et al., 1987,
CAMARGO et al., 1996) por esta razdo, a terapia profilatica ou preemptiva com
antivirais como ganciclovir intravenoso e valganciclovir oral (SINGH, 2001,
LEGENDRE; PASCUAL, 2008) tém sido adotada para controlar as infec¢cdes por
HCMV nesse periodo na tentativa de diminuir a morbimortalidade dos pacientes de
alto risco (D+ R-) assim como a rejeicado do enxerto (MULLER et al., 2006; KIM; KIM,
2011). Na auséncia de terapias profilaticas, estima-se que 30 a 75% dos receptores
de 6rgdos desenvolvem infec¢des por HCMV (LEGENDRE; PASCUAL, 2008).

Para melhor compreensdo, na terapia profilatica ha administracdo de
antivirais em todos os pacientes sob o risco de infec¢do viral durante o periodo de
trés meses pos-transplante a fim de evitar a infec¢ao ou recorréncia viral por HCMV;
enquanto que na terapia preemptiva os pacientes ficam sob o monitoramento de
desenvolverem infeccdo viral apds o transplante, sendo avaliados laboratorialmente
por método sensivel e quantitativo, geralmente, antigenemia com o objetivo de
controlar a replicacéo e a evolucao da doenca (SINGH, 2005).

O manejo terapéutico dos antivirais deve ser bem controlado, pois o0 uso
prolongado da terapia ou uso intermitente ou ainda, doses subterapéuticas do
antiviral podem levar a resisténcia aos medicamentos comumente utilizados na
rotina de infecgcdo por HCMV (ERICE et al., 1989; DREW, 2000). Apesar dessa
possibilidade, alguns estudos experimentais tém sido realizados para avaliar a
melhor resposta aos antivirais na ocorréncia de resisténcia medicamentosa. Um
estudo utilizando doses combinadas de forcarnet e ganciclovir mostrou bons
resultados em pacientes transplantados de medula éssea, mesmo na presenca de

resisténcia ao ganciclovir (MYLONAKIS, KALLAS, FISHMAN, 2002).
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Outro problema associado a infeccdo por HCMV no poés-transplante e pés-
tratamento profilatico é a infeccado tardia, que pode ocorrer entre 3 e 6 meses apos 0
implante do 6rgdo. Essa problematica tem aumentado a morbimortalidade dos
pacientes, pois sua evolucdo pode estar associada a resisténcia aos antivirais
principalmente ao ganciclovir (SINGH, 2005). Algumas medidas tém sido adotadas
para melhorar a resposta do paciente contra a infeccéo tardia pelo HCMV, como por
exemplo: a administracdo de medicamentos associados (MYLONAKIS, KALLAS,
FISHMAN, 2002; MONTEJO et al., 2009); estimular a resposta imune de células-T
especificas (LEGENDRE; PASCUAL, 2008) ou ainda estender o tempo da terapia
por até 24 semanas (DOYLE et al., 2006). Este altimo procedimento tem alcancado
bom éxito no primeiro ano de transplante com consideravel reducédo da infeccéo

viral.

2.3.4 Infecgdo por HCMV em pacientes com cancer

A prevaléncia de anticorpos anti-HCMV em pacientes com cancer € a mesma
estimada para a populagédo em geral (70-80%) (NICHOLS; PRICE; BOECKH, 2002;
HAN, 2007). Contudo a presenca de anticorpos perenes como IgG anti-HCMV nesse
grupo de pacientes pode ser considerado fator de risco para futuras reinfeccoes
principalmente, por reativacdo viral (HAN, 2007) o que torna o virus um grave
problema em saude publica.

A familia Herpesviridae tem reconhecido potencial oncogénico devido a
alguns membros como EBV e HHV-8 serem causadores de tumores. O HCMV
embora pertenga a mesma familia, por muitos anos nao foi considerado agente

causal de neoplasias malignas, estando relacionado a um importante papel nos
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mecanismos de oncomodulagéo para progresséo de tumores (MICHAELIS; DOERR,;
CINATI JR, 2009; DZIURZYNSKI et al., 2012). Nesse processo, a presenca de
alguns estimulos como alteracbes na via de sinalizacdo, disturbios no controle
transcricional celular e de proteinas supressoras de tumores, favorecem um
ambiente propicio para que o HCMV potencialize a malignizagdo das células
tumorais (oncomodulacdo). Soma-se a isso o fato de que algumas proteinas virais
codificadas pelo virus sédo capazes de interferir nos processos normais da célula
(SILVA MCC et al., 2011), como a proteina UL97 kinase ciclina-dependente que
controla a progressao do ciclo celular, atua na fosforilagdo e inativacdo do produto
gene Rb (pRb), o qual € imunossupressor do tumor retinoblastoma (MICHAELIS;
DOERR; CINATI JR, 2009; HUME et al., 2008).

A quimioterapia € um processo terapéutico intensivo utilizado no tratamento
de pacientes com neoplasia que também causa grave imunossupressdo com
declinio acentuado de células T, principalmente de linfécitos TCD4+. O uso de
compostos analogos nucleosideos na quimioterapia torna o paciente vulneravel as
inumeras infeccdes (NGUYEN et al., 2001). Esse processo terapéutico propicia a
ativacdo de agentes virais que permanecem latentes no organismo, como O
citomegalovirus, desencadeando no paciente, manifestacdes clinicas graves como:
pneumonite, colite, retinite e outros (GUIMARAES et al., 1997; MARIGUELA et al.,
2008; CARAN et al., 2000, YADEGARYNIA et al., 2009). A pneumonia por HCMV é
uma das complicagbes mais graves em pacientes com leucemia, quando sao
submetidos a terapias imunossupressivas, apresentando consideravel taxa de
mortalidade (NGUYEN et al., 2001; YADEGARYNIA et al., 2009).

Alguns estudos demonstraram a presenca de genoma viral ou produtos de

genes virais em determinados tipos de tumores, em especial tumores cerebrais
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(COBBS et al., 2002; HARKINS et al., 2002; MITCHELL et al., 2007; SCHEURER et
al., 2008, BHATTACHARJEE; RENZETTE; KOWALIK, 2012) que poderiam sugerir a
possibilidade do virus estar envolvido na oncogénese dos tumores. De acordo com
Soderberg-Naucler e Johnsen (2012) as proteinas do HCMV estariam envolvidas
tanto no mecanismo oncomodulatdrio quanto no mecanismo oncogénico.

O HCMV codifica proteinas que interagindo com outras proteinas celulares
importantes como a p53, Rb e as ciclinas séo capazes de inibir a apoptose, induzir
resisténcia aos medicamentos utilizados na quimioterapia, ativar a expressao de
COX-2, causar danos no DNA e inibir os mecanismos de reparo de DNA levando a
instabilidade cromoss6mica e expressao da atividade da telomerase (HARKINS et
al., 2002; SODERBERG-NAUCLER; JOHNSEN, 2012).

Outros fatores virais importantes como a permanéncia do virus no organismo
em estado de laténcia e a capacidade de evasdo ao sistema imune para
manutencdo e proliferacdo da célula hospedeira, sdo mecanismos utilizados pelo
HCMV que contribuem para o processo de malignizacdo da célula infectada
(DALTON-GRIFFIN; KELLAN, 2009).

Caracteristicas proprias do virus somado a estimulos externos, tem levado
alguns pesquisadores a comprovarem o0 envolvimento do HCMV na génese de
alguns tumores malignos como de glandulas salivares (MELNICK et al., 2012) e
colorretal (HARKINS et al., 2002) devido a presenga de proteinas virais nos
mecanismos oncomodulatorio e oncogénico dos tumores (JOHNSEN; BARYAWNO;
SODERBERG-NAUCLER, 2011).

Em tumores cerebrais tem sido comprovado através de experimentos, a
replicacdo do HCMV em células nervosas tumorais, sendo atribuida, ao virus, a

possibilidade de exercer pressdo seletiva sobre a formacdo de certos clones
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celulares no processo de oncomodulagédo, mas nao a possibilidade do agente estar
relacionado a génese de tumores em células nervosas (SABATIER et al., 2005;
MICHAELIS et al., 2012). E importante ressaltar que algumas estratégias
terapéuticas tém sido avaliadas a fim de minimizar a progressédo de tumores pelo
virus em células nervosas, tal como a associacdo de valganciclovir na quimioterapia
ou na radioterapia de tumores cerebrais (SODERBERG-NAUCLER; JOHNSEN,

2012).

24 TRATAMENTO

A terapia geralmente envolve varias op¢cbes como: a terapia combinada de
antivirais, a introducdo de imunoglobulinas e a reducdo da imunossupressao
(BALISTRERI, 2010). A escolha da droga a ser utilizada no tratamento depende da
gravidade, do local da doenca, da resisténcia ao medicamento, do grau de
imunossupressao, e se a doenca refere-se a primoinfec¢cédo ou reativagdo viral. Os
antivirais mais comumente utilizados no tratamento intensivo contra o0
citomegalovirus séo: ganciclovir, forcarnet e cidofovir (BALFOUR 1999).

O ganciclovir foi o primeiro medicamento licenciado para o tratamento da
citomegalovirose e tem sido o medicamento preferencial para o tratamento desta
infeccdo em pacientes com imunodepressao. Ele encontra-se em uma forma inativa,
necessitando ser fosforilado para uma forma trifosfato por acao de kinases tanto viral
quanto celular para ser ativo contra a infec¢cdo (ERICE, 1999; GILBERT; BOIVIN,
2005). Nessa forma, esse medicamento compete pelo sitio de ligacdo na enzima

DNA polimerase com os dNTPS que deverdo ser incorporados na nova cadeia de
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DNA viral durante o processo de replicacdo, mas sédo impedidos pelo medicamento
na forma ativa.

Esse medicamento tem sido utilizado tanto na terapia profilatica quanto no
tratamento preemptivo de pacientes transplantados renais, pois entre 30-75% dos
pacientes sem a terapia preventiva ou profilatica, desenvolverdo a infeccdo por
HCMV (AKHTER, 2014).

O ganciclovir pode ser administrado na profilaxia geral por via intravenosa ou
oral contra o HCMV. Seu mecanismo de ag&o nas infecgdes virais ocorre por meio
da inibicdo da sintese de DNA do virus, sendo que sua forma ativa é a fosforilada. A
fosforilagdo deste medicamento ocorre no interior da célula infectada pelo HCMV por
meio de uma proteina Kinase viral pUL97, a qual converte o ganciclovir inativo para
a forma monofosfato e posteriormente, por acdo das kinases celulares convertem
em ganciclovir na forma di e trifosfato (GCV-TP) tornando-o um potente inibidor da
DNA polimerase viral (GILBERT; BOIVIN, 2005).

A estrutura do ganciclovir trifosfato (GCV-TP) € similar ao da guanina
(SCHLEISS, 2004), sendo que este medicamento compete com 0S
desoxiguanosideos trifosfato pelo sitio de ligacdo dos dNTPs na DNApolimerase
(DNApol) do HCMV (figura 6). Uma vez que este medicamento esteja ligado ao sitio
da enzima polimerase ele ira inibir a incorporacdo dos nucleotideos na cadeia de
DNA impedindo o alongamento da cadeia e consequentemente a replicacdo do virus
(ERICE, 1999; GILBERT; BOIVIN, 2005; RAMANAN; RAZONABLE, 2013).

Segundo Gohring; Hamprecht; Jahn (2015), o gene UL97 codifica outras
proteinas que participam da fosforilagcdo da enzima fosfotransferase. Este gene é
composto de subdominios conservados com fungbes especificas. O dominio | é

responsavel pela ligagdo do ATP na cadeia de DNA, enquanto que os dominios I,
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I, VIB e VIl estdo relacionados a transferéncia de fosfatos e o subdominio IX, a

ligacdo da enzima em seu substrato.
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Figura 6. Mecanismo de acdo dos antivirais para tratamento da infeccédo por HCMV.
Nesta figura nota-se o processo de fosforilacdo do ganciclovir monofosfato pela
enzima pUL97 kinase em ganciclovir trifosfato.

Fonte: Gilbert; Boivin (2005)

O cidofovir € uma droga analoga ao ganciclovir, necessita ser fosforilado para
uma forma difosfato pela kinase viral. Essa droga tem acdo semelhante ao
ganciclovir, porém € menos toleravel pelo paciente devido sua nefrotoxicidade

(GILBERT; BOIVIN, 2005; LURAIN; CHOU, 2010).

O valganciclovir, uma pré-droga derivada do ganciclovir que é ativada no
intestino e no figado para se converter a esse medicamento. Esse medicamento tem
sido utilizado como alternativa na terapia de tratamento por apresentar 0 mesmo
mecanismo de acgdo do ganciclovir e maior biodisponibilidade (BALISTERI, 2010).
Tem sido util no tratamento de infec¢cBes virais em pacientes transplantados renais
com manifestacdo clinica relacionadas ao pancreas e em quadros de retinite em
pacientes vivendo com HIV/aids (AKHTER, 2014). De acordo com Ramanan;

Razonable (2013) os medicamentos preferencialmente utilizados sdo: ganciclovir e o
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valganciclovir. O quadro 2 apresenta a forma de administracdo dos medicamentos

mais utilizados no tratamento da citomegalovirose.

Devido a toxicidade e a emergéncia de cepas resistentes aos antivirais
comumente utilizados no tratamento, foram introduzidos outros medicamentos
menos toxicos e com outros alvos de acéo, utilizados como opg¢éo para o tratamento.

Esses medicamentos podem ser utilizados de forma isolada ou associados ao
ganciclovir quando este apresenta baixa atividade ou quando hé resisténcia a ele,
nesse caso sdo adotados medicamentos alternativos com outros mecanismos de
acdo como: Maribavir, artesunato, leflunomide, sirolimus, letermovir e outros

(LURAIN; CHOU, 2010; VERGHESE; SCHLEISS, 2013).

Quadro 2. Principais medicamentos utilizados no tratamento da infec¢do por HCMV

Antivirais Doses Indicacdes Toxicidade

Ganciclovir 10-12 mg/kg/dia Retinite; infeccao ativa;
infeccdo congénita; doencas
orgao especificas na
imunodepressao e no

comprometimento do SNC

Supressao da
medula
0ssea,;
leucopenia

Foscarnet

90 mg/kg/12/12hs
por 14-21 dias,
apos 90mg/kg/dia

Retinites por HCMV na aids;
doencas 6rgao especificas na
imunodepressao; resisténcia
ou intolerancia a
hematoxicidade ao ganciclovir

Toxicidade
renal e
medular; nao
recomendado
na gravidez

Cidofovir

5mg/kglx/semana,
seqguido de 2x
semana/l5 dias

Retinites por HCMV na aids;
doencas Orgédo especificas na
imunodepressdo; resisténcia
ou intolerancia a
hematoxicidade ao ganciclovir

Toxicidade
renal (droga
seus
metabalitos)

Valganciclovir

900 mg via oral
2x/dia

Tratamento e profilaxia em
pacientes que receberam
transplante de rins e doencas
orgao especificas na
Imunodepressdo; retinite na
aids

Toxicidade
medular
(supresséo e
leucopenia)

Fonte: Schleiss (2004); Ramanan; Razonable (2013)
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O maribavir, € um benzidasole L-ribosideo, com baixa toxicidade celular na
apresentacdo oral, &€ benéfico no tratamento de pacientes infectados com cepas
resistentes a mais de um medicamento (resisténcia cruzada). Este medicamento
impede a saida do nucleocapsideo viral do nucleo e a replicacdo do DNA viral
inibindo a ligacdo da kinase viral no sitio de ligacdo de adenosina trifosfato (ATP)
(GILBERT; BOIVIN, 2005; LURAIN; CHOU, 2010; HAKKI; CHOU, 2011). Esse
medicamento tem agédo exclusiva sobre o HCMV e Epstein-Barr (AKHTER, 2014).

Conforme o maribavir, o artesunato administrado oralmente também tem
baixa toxicidade sendo uma opc¢ao para o tratamento de pacientes com resisténcia
ao ganciclovir. O leflunomide também apresenta baixa toxicidade, mas seu uso deve
ser combinado com outros antivirais, pois tem 50% de atividade anti-HCMV (PAGE et
al., 2013). Esse medicamento apesar de ser um agente imunossupressor suspeita-se
agir na sintese das pirimidinas e na atividade da enzima kinase interferindo na
montagem do capsideo viral (SCHLEISS, 2004).

O sirolimus é um agente imunossupressor, com atividade antiviral indireta, por
ter sido relacionado a reducdo da carga viral na infec¢cdo por HCMV em pacientes
receptores de 6rgados solidos e de medula 6ssea na condicdo de resisténcia aos
antivirais. Embora n&do seja conhecido seu mecanismo de acao, acredita-se que
esteja relacionado a inibicdo da proliferacéo das células infectadas pela ativacao da
via de sinalizacédo (LURAIN; CHOU, 2010).

O letermovir € um medicamento mais recente, ndo nucleosideo, de baixa
toxicidade celular, boa tolerancia, utilizada para conter a infec¢ao viral em uma fase
tardia da replicacdo. E considerado um dos mais potentes inibidores anti-HCMV.
Tem sido demonstrado que o mecanismo de ac¢do ocorre por inibicdo da replicacao

na subunidade terminase no gene UL 56, sendo bastante util em casos clinicos de
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cepas resistentes simultaneamente a diversos antivirais comumente utilizados contra
a citomegalovirose (GOLDNER et al., 2011; VERGHESE; SCHLEISS, 2013).

Outra opcdo para o tratamento profilatico, também considerada eficaz, mas
deve ser usada com cautela, € o uso de imunoglobulinas preparadas com elevados
titulos de anticorpos anti-HCMV. Essa terapia deve ser combinada com antivirais, e
objetiva a neutralizacdo da infectividade do virus por intermédio do mecanismo de
acdo das imunoglobulinas contra as glicoproteinas do envelope viral. Deve ser
administrada da seguinte forma: 100-150 mg/kg no pés-transplante e repetido 2-4

semanas por 4 meses (SCHLEISS, 2004).

2.5 DIVERSIDADE GENETICA DO VIRUS

A diversidade genética do virus tem sido estudada com base nos
polimorfismos dos tamanhos dos fragmentos de restricdo (restriction fragment lenth
polimophisms - RFLP) ou por analise de sequéncias nucleotidicas através da técnica
do sequenciamento. Ambas as andlises permitem a caracterizacdo genotipica e
fenotipica do HCMV, assim como estudos de resisténcia aos antivirais atraves da
deteccdo de mutacdes especificas. Através da presenca de mutacdes, também e
possivel realizar as relacbes filogenéticas entre as cepas virais circulantes,
possibilitando descrever homologia génica e proteica além das diferencas genéticas

entre as diversas cepas.

2.5.1 Resisténcia aos antivirais

A resisténcia aos antivirais comumente utilizados no tratamento da

citomegalovirose € consequéncia de mutacdes ocorridas nos genes UL97 e UL54
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que participam da replicacéo viral. Nesse caso, a resisténcia ao ganciclovir depende
da regido e do gene onde ocorreu a mutacdo. Também é possivel que a presenca
de mutacdes esteja associada a recombinacdo natural de sequéncias comum entre
linhagens virais que infectaram o mesmo organismo, como observado por Chou et
al. (1999).

Outros fatores considerados emergentes por Lurain; Chou (2010) e que
devem ser avaliados para o aparecimento de resisténcia, € o uso prolongado do
antiviral; continua replicagdo do HCMV resultante da insuficiéncia na resposta ao
medicamento utilizado e a baixa imunidade do hospedeiro.

As mutacBes podem ocorrer por substituicdes nucleotidicas com alteragéo ou
ndo de aminoacidos, por adicdo de nucleotideos, por dele¢cbes formando um produto
proteico defeituoso, sem atividade ou com atividade reduzida (WOLF et al., 1995;
CHOU et al., 1999; BOIVIN et al., 2005).

Andlises moleculares em ambos os genes UL97 e UL54, tem permitido a
deteccdo de mutacbes importantes que levam o paciente a ndo responder
positivamente ao tratamento com ganciclovir. As principais mutagdes ao ganciclovir
estdo localizadas em maior numero em regides conservadas no gene UL97
(GILBERT; BESTMAN-SMITH; BOIVIN, 2002), mas podem ocorrer simultaneamente
no gene UL54. Em funcao disso, varios estudos tém sido realizados para avaliar a
presenca de mutacbes em ambos 0s genes conjuntamente (SMITH et al., 1997). A
figura 7 apresenta a localizagdo das mutagbes nos diferentes dominios da
fosfotransferase no gene UL97 (A) e da polimerase no gene UL54 (B) (BOECKH,;
PER LJUNGMAN, 2009).

As mutacdes também podem levar a resisténcia cruzada aos medicamentos

utilizados na terapia antiviral como foi observado por Tatarowicz et al. (1992). Esses
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autores observaram resisténcia simultanea por cepas mutantes do HCMV, P8
suscetivel ao ganciclovir e D16 resistente ao ganciclovir e ao foscarnet, devido a

presenca de mutacdes localizadas em regides altamente conservadas no gene

UL54.
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Figura 7. Apresentacdo das mutacdes de resisténcia em ambos os gene UL97 e
UL54. Adaptado de Boeckh; Ljungman (2009)

A presenca de mutagbes somente no gene UL97 confere resisténcia
unicamente ao ganciclovir, mas se a mutacao estiver presente no gene da DNA
polimerase UL54, o prejuizo ser4 maior, pois a presenca de mutacdes nesse gene
pode levar a triplice resisténcia aos medicamentos ganciclovir, foscarnet e cidofovir,

simultaneamente (CHOU, 2008; GILBERT; BESTMAN-SMITH; BOIVIN, 2002).
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Boivin et al. (2005) detectaram 29 mutacdes no gene UL54 na auséncia de
mutac¢des no gene UL97, sendo que entre as mutagdes naturalmente encontradas
em multiplos sitios do gene UL54, foram detectadas uma delecéo de 4pb e vinte e
sete em regides conservadas, mas apenas duas delas poderiam estar ou n&o

relacionadas a resisténcia ao ganciclovir.

O gene UL97 possui 2.124 pares de bases (pb), € o gene que codifica a
proteina fosfotransferase pUL97. Esta enzima é responsavel pela fosforilacdo do
ganciclovir na forma monofosfato em trifosfato (LITTLER et al., 1992; LURAIN et al.,
2001; LURAIN; CHOU, 2010). A ocorréncia de mutacbes nesse gene afeta o
processo de fosforilagdo do ganciclovir através da perda da sintese do trifosfato
ganciclovir, que é a forma ativa desse medicamento (ERICE, 1999), enquanto que o
gene UL54 da DNA polimerase codifica proteinas responsaveis pela replicacao viral,

como a DNA polimerase (MOCARSKI, 1996).

As mutacbes mais frequentes que alteram a atividade da fosfotransferase
estdo localizadas nos cédons 460, 520, 590 e 607 do gene UL97 (ERICE et al.,
1997; CHOU et al., 1999; CHOU et al., 2002; BOIVIN et al., 2005; DREW, 2010),
sendo as mais comuns as mutacfes 460 localizada na regido VI e as mutacfes 592,

594 e 595 na regiao IX (figura 8).

Wolf et al. (1995) detectaram mutacdes silenciosas com mudancas
nucleotidicas em amostras de pacientes com aids de T—» C nas posi¢des 972, 1509,
1794 e substituicdes C— T nas posi¢des 1167,1368, 1509, 1575,1657, 1737, 2064 e
2106. Essas mutacdes ndo alteravam o0 desempenho da atividade da
fosfotransferase devido ndo haver mudanca no aminoéacido, sendo que elas estavam
presentes em cerca de 90% dos isolados clinicos de pacientes com mais de 3

meses de terapia antiviral. Nesse mesmo estudo, também foram descritas outras



41

mutacdes no dominio catalitico XI com mudang¢as no amino4cido na posi¢cao 595 de
Leu - Fen e de Leu —+ Ser e na posicao 665 de Val —-» lle, comprometendo a

atividade do ganciclovir.
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Figura 8. Regibes conservadas do gene UL97 representadas em algarismos
romanos. Os numeros logo abaixo indicam as posi¢cdes dos codons e as
numeracdes arabicas acima das regides preenchidas em cinza, representam as
mutacOes que conferem resisténcia ao ganciclovir. Adaptado de Gilbert; Bestman;
Boivin (2005)

Erice et al. (1997) através da analise de restricdo descreveram as mutacoes
no cédon 460 (Met —Val), 520 (His —Glu), 594 (Ala —Val) e 595 (Leu —» Ser ou
Fen), sendo que ha perda do sitio de restricdo nos codons 460 e 594 com mudancgas
nos aminoacidos. Ao contrario dos codons 520 e 595, onde a mutacao cria sitios de

restricao.

Boivin et al. (1996) amplificaram um segmento de 2096 pb do gene UL97 em
pacientes com imunodepressdo em tratamento com ganciclovir, sendo identificadas
por sequenciamento trés mutacbes M460V, A594V e L595S que teriam sido

encontradas em materiais diferentes (sangue e urina) de um mesmo paciente,
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sugerindo infec¢do por mais de uma cepa com genotipos diferentes. De acordo com
esses autores, a ocorréncia de mutacdes no gene UL97 nos cédons 460, 594 e 595

leva a resisténcia ao ganciclovir por cepas virais do HCMV.

De acordo com Gilbert; Bestman-Smith; Boivin (2002), as mutacdes
observadas no gene UL97 ocorrem em regides conservadas. Esses autores
descreveram diversas mutacdes em diferentes coédons em regides variadas. Na
regidao VI onde foram descritas trés mutacdes nos codons 460 (Met —Lis, Val e lle);
regido VII — IX uma mutacdo no codon 520 (His — Glu), na regido IX, 13 mutagbes

nos codons 590 (Arg »Tre), 591 (Arg —Val, Acp), 592 (Cis » Gli, Fen), 594 (Ala —»

Ter, Val, Gli, Pro), 595 (Leu—» Ser, Fen, Trip,Tre), regido IX-XI, 12 mutacdes nos
codons 596 (Glu _,Gli, Acp), 597 (Asp _Jso), 598 (Gli —Ser, Val) 599 (Lis »Tre,
Met), 603 (Cis — Trip, Tir), 606 (Arg o Acp), 607 (Cis 5. Tir, Fen), na regido Xl 2
mutacdes nos codons 659 (Ter —Is0), 665 (Val - Iso). Também foram descritas
delecdes nas regides IX-XI nos cédons 590-593, 590-600, 590-603, 591-594, 591-

607, 595, 595-603, 600, 600-601.

Outro dado importante refere-se a resisténcia ao maribavir devido a
ocorréncia de mutac6es do dominio | que corresponde ao sitio de ligacao de ATP no
gene UL97 e mutacdo no gene UL27 (figura 7) (HAKKI; CHOU 2011). Boeckh; Per
Ljungman (2009), descreveram muta¢des nos codons 353, 397, 409 e 411 nesse
dominio que podem ocasionar resisténcia aos antivirais ao maribavir.

Outro fato importante a ser considerado quanto a presenca de mutacoes, é a
ocorréncia de resisténcia aos medicamentos em pacientes que nao foram tratados
com antivirais. Segundo Lurain; Chou (2010) isso é possivel em decorréncia de
polimorfismos existente em sequéncias dos genes UL97 e/ou UL54 nas diferentes

linhagens virais.
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No Brasil, alguns estudos tém sido realizados a fim de identificar cepas
resistentes ao ganciclovir. Carraro e Granato (2004) amplificaram a mesma regiao
estudada por Boivin e colaboradores (1996) do gene UL97 em transplantados
renais, sem terapia antiviral prévia, ndo sendo observadas muta¢cfes de resisténcia
em nenhuma das 60 amostras estudadas. Posteriormente, Nogueira et al. (2006)
descreveram algumas das mutacdes observadas por Boivin et al. (1996) no gene
UL97, em amostras de pacientes transplantados renais sob tratamento com
ganciclovir intravenoso. A mutagdo mais frequentemente encontrada foi a 595
(55,6%) de Lis —» Ser. Outras mutagbes também foram detectadas conjuntamente,
mas em menor frequéncia nos codons 595 (Lis —Fen), 594 (Ala Val) (11,1%) e
595 (Lis—»Ser)/594 (Ala—Val) (22,2%). Sendo que a mutag¢do no codon 595 (L595S)

presente no gene UL97 leva a resisténcia ao ganciclovir.

2.5.1.1. Caracterizagao genotipica do HCMV

A caracterizacdo genotipica tem sido frequentemente baseada na anélise por
RFLP das glicoproteinas do envelope viral, principalmente das glicoproteinas gB e
gH, as quais estéo relacionadas a resposta humoral e celular do organismo infectado
pelo virus. Soma-se a isso o0 fato de que essas proteinas sdo importantes para
estudos de epidemiologia molecular e podem ser utilizadas como biomarcadores de
infeccbes secundarias para diferenciacdo entre reativacdo ou reinfeccédo por cepas
endogenas ou exdgenas, principalmente, quando ha necessidade de monitoramento
de infeccdo viral em pacientes com imunodepressédo ou de infec¢gdes materno-fetal

em regides de elevada endemicidade (SPANO et al., 2007).
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Alguns estudos relacionam a presenca de determinados genétipos gB com a
viruléncia ou patogenicidade do HCMV (FRIES et al., 1994; MEYER-KONIG et al.,
1998), entretanto, essa relacdo parece ser algo discutivel, pois varios aspectos
devem ser considerados para que essa associacdo possa ser criteriosamente
estabelecida (VILAS BOAS et al., 2003; SPANO et al., 2007).

Com base nas analises por RFLP e sequenciamento de regides da gB foram
descritos quatro genotipos principais do HCMV em amostras de pacientes com
diferentes diagnésticos clinicos, denominados gBl1, gB2, gB3 e gB4 (CHOU &
DENNISON, 1991; MEYER-KONIG et al., 1998, SILVA et al., 2011). Entre os quatro
gendtipos gB, o gB1 parece estar mais frequentemente associado com pacientes
com imunodeficiéncia (FRIES et al.,1994).

Outra forma de caracterizacdo genotipica é a expressao de genes do
tegumento associados a terapia antiviral, a qual tem sido realizada para definir
geneticamente e fenotipicamente cepas resistentes ou ndo ao ganciclovir, cidofovir e
foscarnet, utilizados no tratamento da infeccdo viral, de forma isolada ou
conjuntamente.

E importante ressaltar que a presenca de genétipos que expressam fendtipos
de resisténcia aos antivirais pode contribuir para a evolucéo clinica desfavoravel da
doenca, pois sem resposta satisfatoria aos antivirais, a doenca pelo HCMV progride
para um estagio mais grave que pode culminar com o Obito do paciente, por nédo
responder positivamente ao medicamento utilizado (GOHRING; HAMPRECHT;
JAHN, 2015).

Por meio das técnicas de RFLP e sequenciamento da metade da regido
codificante C-terminal do gene UL97, tem sido possivel identificar os genaotipos de

cepas resistentes ou sensiveis ao ganciclovir (LURAIN et al., 2001).
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Boivin et al. (1997) em um estudo longitudinal de terapia de manutencédo com
ganciclovir detectaram um genétipo de resisténcia importante e frequente em
pacientes sem resposta ao ganciclovir, presente no cédon 594 apés 173 dias de uso
desse medicamento em leucdcitos polimorfos mononucleares de sangue periférico e
em plasma de um paciente portador do HIV com retinite.

Utilizando o método de isolamento viral em células e posterior andlise de
sequenciamento, Chou et al. (1995) encontraram cepas que expressavam fenotipos
de resisténcia ao ganciclovir em 10 isolados clinicos. Eles verificaram que esses
isolados continham mutacdes de resisténcia ao ganciclovir nos cédons 460
(gendtipo M460V), 594 (gendtipo A594V) e 595 (gendtipos L595S/L595F), e na
comparacdo com os isolados n&o resistentes ao medicamento, apresentava
mudancas na sequencia dos aminoacidos.

Lurain et al. (2001) detectaram mutacfes de resisténcia e compararam 0S
segmentos mutantes com o de outras cepas virais por métodos filogenéticos.
Baseados nas mudancas nucleotidicas que leva a mudanca na resposta ao
medicamento ganciclovir, foram determinados os fenétipos virais resistentes ou ndo
resistentes de acordo com a presenca de mutacdes que podem ocorrer tanto no

gene da fosfotransferase (UL97) quanto no gene da DNA polimerase (UL54).

As mutacbes observadas por Chou et al. (2002) nos codons 460 e 607
determinavam genotipos tais como M460V/ M460l; C592G, A594V e L595S, os
quais alteravam a atividade enzimatica da fosfotransferase. No mesmo ano, esses
investigadores observaram que a ocorréncia de mutacdes nos cédons 460, 594 e
4954 que cria 0s genotipos M460V e M460I; A594V e L595S, respectivamente, sdo
mais comuns na ocorréncia de resisténcia aos antivirais. Por outro lado, a ocorréncia

frequente do genotipo viral C592G somado a outros gendtipos presentes no gene
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UL97, conferem baixos niveis de resisténcia ao ganciclovir que podem estar

associados as baixas doses desse medicamento.

Gilbert; Bestman-Smith; Boivin (2002) detectaram diversas mutagcdes no gene
UL97 em regides conservadas onde foram descritos genétipos variados. Na regido
VI foram descritos os genoétipos M460L, M460V e M460I; na regido VIl — IX o
genadtipo H520Q; regido IX os gendtipos A590T, A591V, A591D, C592G, C592F,
AB94T, A594V, A594G, A594P, L595S, L595F, L595W, L595T, entre as regides IX-
XI, encontraram maior diversidade genotipica, representada pelos genoétipos E596G,
E596D, N597I, G598S, G598V, K599T, K599M, C603W, C603Y, A606D, C607Y,

C607F e na regido Xl, os genétipos T659I, V665I.

No Brasil, poucos trabalhos tém sido divulgados ou realizados para descrever
0S genodtipos de resisténcia das cepas do HCMV. Nogueira et al. (2006)
descreveram genétipos mutantes encontrados em pacientes transplantados renais,
onde o gendtipo mais frequente foi o L595S (55,6%) além dos gendtipos
L595S/A594V (22,2%) e L595F/A594V (11,1%). O gendtipo L595S foi considerado
pelos autores como 0 mais importante, pois cepas com este genoétipo certamente

expressam fenétipo de resisténcia ao ganciclovir.
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3 JUSTIFICATIVA

Ha décadas, os dados epidemiol6gicos de varias regides demonstram que a
infeccdo pelo HCMV é frequente em comunidades de baixo nivel socioeconémico,
principalmente, de paises em desenvolvimento como o Brasil. Em 1996, Pannuti
descreveu indices de anticorpos em paises sulamericanos tdo elevados quanto em
paises africanos, estimando que mais de 80% da populacdo possuia anticorpos anti-
HCMV.

Dentro do contexto epidemiolégico do virus, destaca-se a ocorréncia de
infecgdes recorrentes e reinfec¢des causadas pelo HCMV com elevada morbidade e
mortalidade registradas em pacientes com imunodeficiéncia como transplantados,
pacientes com cancer em tratamento de quimioterapia, portadores de LES e
individuos soropositivos para o HIV. A ocorréncia desse tipo de infeccdo deve-se ao
mecanismo de laténcia com reativacdo desse agente na imunodeficiéncia grave.
Nesse caso, o0 diagnostico clinicolaboratorial € mais dificil, principalmente, na
auséncia de manifestacfes clinicas, necessitando de métodos mais especificos e
sensiveis do que os convencionais normalmente utilizados.

Os métodos moleculares séo Uteis para diagnosticar precocemente esse tipo
de infeccdo, além de sua aplicabilidade em diversas pesquisas sobre o
citomegalovirus. Analises por RFLP e sequenciamento tém sido utilizadas para
caracterizar genotipos e descrever mutagdes que conferem resisténcia aos antivirais
utilizados no tratamento da citomegalovirose, sendo que essa resisténcia pode levar
ao aumento da morbimortalidade em pacientes com imunodeficiéncia. Esses fatores

ressaltam a importancia da realizacdo da pesquisa sobre a diversidade genética do
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HCMV e de mutagbes que conferem resisténcia ao ganciclovir, medicamento
utilizado na terapia de tratamento da citomegalia na rede publica.

Com esse trabalho, espera-se contribuir com a saude publica de nosso
Estado, apresentando dados importantes que possam subsidiar a introdugéo de
medicamentos alternativos para o tratamento da citomegalia em pacientes com
imunodeficiéncia e para o fortalecimento do conhecimento cientifico na Regido

Amazobnica.
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4 OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL

Descrever a diversidade genética do CMV por meio da deteccao de mutacdes
que conferem resisténcia viral ao ganciclovir em pacientes imunodeficientes da

cidade de Belém.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) ldentificar as principais mutacdes (ou genotipos) no dominio catalitico do gene da

fosfotransferase pUL97 nos subgrupos de pacientes com imunodepressao.

b) Verificar a prevaléncia de anticorpos anti-HCMV e descrever o perfil

soroepidemioldgico dos individuos estudados.

c) Verificar os indices de infeccdo viral por dois métodos laboratoriais a fim de
estabelecer qual é o mais indicado para o diagnéstico viral da citomegalovirose

nas imunodeficiéncias.

d) Verificar a relacdo entre a carga viral do HCMV e a presenca de manifestacdes

clinicas nos pacientes.
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5 CASUISTICA E METODOS

5.1. ASPECTOS ETICOS

Os participantes do estudo foram esclarecidos sobre o conteludo e os
objetivos do projeto, em seguida assinaram um termo de consentimento livre e
esclarecido - TCLE (anexo) informando a sua participacdo, conforme normas
estabelecidas pelo Comité de Etica em Pesquisa envolvendo seres humanos, sendo
assegurada a privacidade das informacdes e o anonimato dos sujeitos da pesquisa.

As precaucdes de ordem ética seguiram as recomendac¢des da Resolucédo n°
466/2012 da Comisséo Nacional de Etica em Pesquisa (Brasil, 2000).

O projeto foi registrado no SISNEP (CAAE-5618.0.000.072-09) aprovado no

Comité de Etica do Instituto Evandro Chagas (anexo).

5.2. CARACTERIZACAO DO ESTUDO

Foi realizado entre os anos 2010-2015 um estudo observacional transversal
com amostragem nao probabilistica por conveniéncia, a partir da busca ativa em trés
Hospitais da rede publica que concentram o0 maior numero de individuos
imunodeficientes com diagnéstico confirmado de HIV, pacientes com neoplasia em
tratamento com quimioterapia, pacientes com LES e transplantados de érgdos com

suspeitas de infec¢des oportunistas.
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5.3. CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Participaram do estudo pacientes de todas as faixas etarias e de ambos o0s
sexos, pessoas vivendo com HIV/aids, pacientes transplantados, pacientes
portadores de LES e pacientes com cancer em tratamento com quimioterapia em
hospitais da rede publica.

Como critério clinico, foram incluidos os pacientes internados com suspeita de
infeccdo com pelo menos um dos seguintes sinais: febre, fraqueza, mialgias e
diarreia ou ainda por indicacdo do médico assistente. Os pacientes com cancer
deveriam estar em tratamento de quimioterapia por no minimo um més de
tratamento, sintomatico ou assintomatico.

N&do foram incluidos pacientes do atendimento ambulatorial, pacientes
portadores de necessidades especiais, indigenas, recém-nascidos, 0s que se
recusaram a participar do estudo e pacientes sem HIV/aids, LES, cancer ou sem
orgao transplantando. Adotou-se como critério de exclusdo laboratorial para as
analises moleculares, as amostras de pacientes com sorologia negativa para o (s)
anticorpo (s) IgG e/ou IgM para o HCMV, mas foram consideradas para as andlises

soroepidemioldgicas.

5.4. TAMANHO AMOSTRAL

O tamanho amostral foi calculado utilizando o subprograma STATCALC do
programa EPI-Info, versdo 7.0, sendo considerada a frequéncia anual de 75%
anticorpos para 0 HCMV em individuos de Belém e areas afins com base em

resultados de dados sorologicos obtidos no Laboratorio de Virologia da Secao de
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Meio Ambiente do Instituto Evandro Chagas-SAMAM/IEC (fonte: Banco de dados da

SAMAMI/IEC/AN, 2010).

5.5. OBTENCAO DA AMOSTRA

As amostras de sangue foram colhidas entre o periodo de 2010-2012, apéds
assinatura do TCLE e preenchimento de um questionario clinicoepidemiologico
contendo dados necessarios para realizacdo do estudo. A colheita de sangue foi
realizada por puncdo endovenosa com seringas e agulhas descartaveis, estéreis,
sendo obtido o volume total de 10 ml fracionado em duas aliquotas, uma de 7 ml
depositados em tubos sem anticoagulante para pesquisa de anticorpos IgG e IgM, e
outra de 3 ml com anticoagulante para as analises moleculares.

Foram utilizadas fichas epidemioldgicas contendo dados de identificacao
pessoal, dados clinicos atuais e informacdes socioecon6micas (anexo), sendo a
ficha especifica para cada grupo de pacientes. As informacdes de ordem geral (ndo
clinicas) foram obtidas por meio de informacdes fornecidas pelos pacientes ou
responsaveis legais, sendo que os dados clinicos foram coletados a partir de
prontuarios do paciente e pelo profissional médico que fazia o acompanhamento do

mesmo.
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5.6. TECNICAS LABORATORIAIS

5.6.1 Sorologia

5.6.1.1. Ensaio Imunoenzimatico ELISA

As amostras de sangue colhidas sem anticoagulante foram destinadas as
analises soroldégicas pelo método imunoenzimatico ELISA, utilizando-se Kits do
Laboratorio DiaSorin (Itdlia) para determinagdo quantitativa do anticorpo IgG e
qualitativa do anticorpo IgM anti-HCMV.

A reacdao foi feita em microplacas sensibilizadas com anticorpos anti-HCMV
de rato. Os soros testados foram diluidos 1:101 em tampéo diluente fornecido no Kkit,
sendo adicionados 100 pL dos soros controles nos primeiros pogos e a partir do 5°
poco da placa, as amostras testes. Seguiu-se as etapas de incubacgdo a 37°C/60
min, lavagem com tampéao PBS e aspiracéo dos conteudos dos poc¢os. Na sequéncia
foram adicionados 100 pL do conjugado enzimatico (anticorpo IgG monoclonal de
rato conjugado com uma peroxidase) seguido das etapas de incubacéo, lavagem e
aspiracdo. Posteriormente, adicionou-se 200 pL do substrato cromogénio com
formacdo de um complexo colorido cuja intensidade da cor foi interrompida com a
adicao de solucao de acido sulfurico 0,4N.

A determinacéo dos resultados da pesquisa de anticorpos IgG e IgM foi feita
pela comparacdo dos valores de absorbancia das amostras testadas, medida em
aparelho espectrofotdmetro com comprimento de onda 450/ 630nm ou 405/630nm,
em relagéo ao valor de absorbancia do controle cut-off (0,200< COC < 0,800), que é

0 ponto de corte do teste. As amostras que apresentaram absorbancia igual ou
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maior que 10% do valor do cut-off foram consideradas positivas para a presenca do

anticorpo pesquisado.

5.6.1.2 Teste Enzyme Linked Fluorescent Assay - ELFA

O teste ELFA baseia-se em uma reacao imunoldgica que associa 0 método
imunoenzimético com deteccao final em fluorescéncia.

Foram utilizados Kits do fabricante BIOMERIEUX e a reacédo efetuada em
equipamento VIDAS® do mesmo fabricante. O kit é composto de barretes e cones,
sendo que os barretes contém 10 pocos, dos quais um é para amostra e outros para
0S reagentes que ja estdo contidos nos barretes cobertos por uma folha de aluminio
selado e etiquetado. A etiqueta tem cédigo de barras com informacdes relativas ao
tipo de teste realizado, lote e data de validade, sendo essas informacdes lidas pelo
equipamento no momento do teste. Os barretes e 0os cones sao individuais para

cada amostra (Figura 9).

Figura 9. Cone e Barrete do Kit VIDAS para pesquisa de anticorpos
Fonte: BIOMERIEUX
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Os cones correspondem a fase solida onde ocorre a reacao do teste, eles sédo
sensibilizados com antigeno de HCMV purificado e identificados pelo codigo
HCMVG ou HCMVM e também funcionam como substrato de pipetagem para a
reacdo imunoldgica.

O 1° pocgo do barrete apresenta uma parte perfurada para facilitar a introducao
de 150 pL da amostra teste. Os poc¢os intermediarios contém o0s reagentes prontos
para uso com a seguinte composicao: 2° poco diluente de soro, 3° o tampéao de pré-
lavagem, 4°, 5° 7° e 8° o tampdo de lavagem, 6° o conjugado (composto por
anticorpo monoclonal anti-lgG humanas de rato marcado com fosfatase alcalina +
azida sodica 1 g/l), o 9° poco vazio para eliminar os residuos da reacdo e o ultimo
poco € uma cubeta que permite a leitura em fluorimetria.

As amostras testes foram adicionadas no primeiro po¢o de cada barrete e
introduzidas no equipamento VIDAS®. Diversos procedimentos de pipetagem de
amostras, reagentes e lavagens ocorrem de forma automatica no interior do
equipamento. O resultado final € impresso em uma impressora acoplada no proprio

equipamento e expresso quantitativa e qualitativamente.

5.6.2. Técnicas moleculares

5.6.2.1. Extracdo do DNA viral

A extracdo do DNA viral no sangue foi realizada pelo método da silica
utilizando kits comerciais de extracdo e purificacdo de DNA do laboratério GE®
Healthcare, conforme as instru¢cfes do fabricante.

Em tubo de microcentrifuga de 1,5 mL foram depositados 300 pL de sangue

total com EDTA, 400 pL da solucéo de lise e 20 pL de proteinase K. Essa mistura foi
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incubada por 10 min a temperatura ambiente e apds esse periodo, a mistura foi
depositada em coluna de purificagdo e centrifugada a 11.000 rpm/1 min.
Posteriormente, a coluna contendo o material retido foi transferida para outro
microtubo limpo e estéril e adicionados 500 pL de tampdo de lise, seguido de
centrifugacdo nas condigbes anteriores. O filtrado foi descartado e a coluna
acrescentava-se 500 pL de solugdo de lavagem seguida de centrifugacao.
Novamente a coluna foi transferida para outro microtubo limpo, sendo adicionados,
no centro da coluna, 100 pL de tampé&o de eluicdo de DNA, previamente aquecido a
70°C. Em seguida realizou-se outra etapa de incubacédo a temperatura ambiente e
centrifugagao.

O material genbmico extraido foi quantificado em Espectrofotobmetro
Nanodrop 2000 Thermo Scientific e conservado em freezer -20°C para o

processamento das etapas de amplificacéo, deteccédo e sequenciamento.

5.6.2.2. Carga viral do HCMV

A gPCR teve como objetivo a deteccdo do DNA e a quantificacdo da carga
viral do HCMV nas amostras que apresentaram anticorpos IgG e/ou IgM na
sorologia.

A Reacgédo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real foi efetuada utilizando
kit do fabricante Nanogen® composto de placas de reacdo, selos opticos, tubos
Ampliprobe (sondas marcadas com fluoroforos FAM e VIC), tubos Amplimix (mistura
de primers), tubos Amplimaster (mistura de reagentes da PCR+ fluoroforo ROX para
referéncia passiva + enzima Taq DNA polimerase) e tubos de Amplistandard que

contém solucdes plasmidiais do gene MIEA em concentragcdes conhecidas para
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quantificacdo (10°, 10* 10° e 10? cépias /5ul) e frascos contendo plasmidio com
gene da (B-globina humana para controle interno.

O gene da B-globina humana também foi utilizado para avaliar a qualidade da
extragcdo e da reacdo de amplificacdo. Para o controle da reacdo da placa foi
utilizado o ponto 10° do standard com “cycle Threshold” (cT) 25 e R2 (desvio padréo)
variando entre 0,99 e 1,00.

A reacao amplificou uma regidao do gene HCMV UL123 (MIEA) do EXON 4 e
foi realizada em placa contendo a mistura de reagentes: 100 pL de Amplimix e 100
uL de Probe no tubo do Amplimaster. Essa mistura foi distribuida em volume de 20
uL no fundo dos pocos da placa teste. No primeiro poco adicionou-se 5 pL de agua
de PCR e do 2° ao 5° poco 5pL de cada um dos quatro Standards: 10°10% 10°10% A
partir do 6° pogo, adicionou-se 5 pL da amostra a ser testada. A reacao foi efetuada
em equipamento 7500 Real Time PCR System do fabricante Apllied Biosystem®

(figuras 10 e 11).

Forward
Primer Q Probe (’D
S'c & i 4
3 .5
5'¢c 3 3'
J 5'
Reverse
Legend Primer
® ram
@ Quencher
O Reporter
Target Template
Minor Grove
Binder ‘
AmpliTaq T Q
Gold DNA
Polymerase
Non-Target Template

Figura 10. Esquema de reacéo da qPCR. Fonte: Manual Biometrix



58

Figura 11. Equipamento 7500 Real Time PCR da Apllied Biosystem®

Calculou-se os valores referenciais de 1.332 a 66.66 milhdes de copia de
DNA/mL de sangue de deteccdo 6tima na reacao para analise quantitativa da gPCR
no sangue. Esses valores foram calculados considerando variaveis como: o volume
de sangue utilizado na extracdo (300uL=Vc), volume do tampado de eluicdo de
(100pL=Ve) e o volume de DNA utilizados na gPCR (5 pL=Va).

O valor de 66,66 (Nc) é o fator de conversado utilizado para transformar
copias/reacao em copias/mL de sangue. Multiplicando esse fator por 20 (66,66 X 20
copias/reacao) obtém-se o valor referencial minimo de coépias/mL que é de 1.332
copias/mL. Ressalta-se que o valor 20 correspondente ao minimo de copias do
genoma viral detectavel na reacdo pelo equipamento. O resultado final da
guantificacdo genbmica na reacdo (quantity) € obtido em valores absolutos de

copias de DNA viral por mL de sangue de acordo com a seguinte formula:
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__________________ X Quantity = Cépias/mL
Vc x Va x Ee

Ve: Volume total do produto da extragao

Vc: Quantidade de amostra usada na extragdo em mL

Va: Volume de extracdo de DNA na reacéo

Ee: Eficiéncia da extracdo (100%)

Nc: Resultado final obtido na reacédo (Genoma de CMV presente na amostra)
Quantity = Resultado da reacdo em gEq (Genomas equivalentes) que multiplicado
pelo valor do Nc obtém-se o resultado final em copias/mL. (NC = 66,66 X Quantity =

Cépias/mL).

5.6.2.3. Deteccdo de mutagdes que conferem resisténcia aos antivirais

Para detectar possiveis mutacdes que conferem resisténcia ao ganciclovir no
gene codificador da enzima fosfotransferase (GILBERT; BESTMAN SMITH; BOIVIN,
2002) foi efetuada a técnica de pirosequenciamento desenvolvida no Centro de
Inovacdes Tecnoldgicas do Instituto Evandro Chagas (CIT/IEC) e analises em
programas especificos de bioinformatica para analise nucleotidica e aminoacidica de
um segmento que abrange as regides alvo VI, VII-IX e XIl. Para a execugédo do
sequenciamento, foram realizadas duas reacdes de PCR, uma para amplificar um
fragmento de 2096 pb e outras por Nested-PCR para obtencéo de outros fragmentos
de menor tamanho. Essas reac¢des foram realizadas para obtencédo e ampliacado da

biblioteca gendmica.
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Nesta reacdo amplificou-se o segmento de 2096 pb, entre os cédons 418-708,

utilizando-se o par de iniciadores CPTO (forward) e CPT02096 (reverse) (quadro 3).

Os volumes dos reagentes utilizados na reacdo foram os seguintes: 5,0 yL de

tampdo PCR 10X concentrado, 43,6 pL de agua pura para PCR, 0,6 mM de MgCl,,

0,3 mM dNTPs, 0,1 pmol de cada iniciador, 0,8 U Tag DNA polimerase, 1% de

DMSO e 5uL de DNA extraido para um volume final de 20uL. As condi¢cBes de

reacao estao apresentadas no quadro 3.

Quadro 3. Condicbes de reacao para amplificacdo dos segmentos do gene UL97
para o sequenciamento

Iniciadores | Preé- Ligacéo Alongamento | Extensdo e | No. de

12. reagdo | Desnaturagcdo | dos refrigeracéo Ciclos
iniciadores

CPTO 95°C 4’ 55°C 30” 72°C 1’30” 72°C 7’ 4°C 35

CPT02096 | 95°C 45”

1°.Nested-

PCR

CT1088 95°C 4’ 95°C | 55°C 30” 72°C 1’ 72°C 10’ 4°C 35

CT1619 30”

2°.Nested-

PCR

CT1713 95°C 4’ 95°C | 55°C 30” 72°C 1’ 72°C 10’ 4°C 35

CT1830M | 30”

Fonte: Boivin et al. (1996); Chou et al. (1995).

5.6.2.5. Reacao de Nested PCR

Foram realizadas duas reacdes de Nested PCR objetivando a confirmacéo da

amplificagéo do produto da primeira PCR em decorréncia do elevado tamanho do

produto, o qual ndo possuia mobilidade suficiente para ser visualizado em gel de

agarose.
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A primeira reacdo de Nested utilizou o par CT1088 (forward) e CT1619
(reverse) que amplificou um fragmento de 531 pb, e a segunda utilizou o par CT1713
(forward) e CT1830M (reverse) que amplificou outro segmento de menor tamanho
com 117 pb (quadro 4). Em cada reacao foram utilizados os reagentes nos seguintes
volumes e concentragdes: 5,0 uL de tampao PCR 10X, 43,15 uL de agua pura para
PCR, 0,6 mM de MgCl,, 0,75 mM dNTPs, 0,1 pmol de cada iniciador, 0,2 U Taqg DNA
polimerase, 1% de DMSO e 1uL do produto da primeira PCR. O volume final das
reacOes foi de 50 uL e as condicbes de temperaturas e numero de ciclos estédo

também apresentados no quadro 3.

Quadro 4. Sequéncias dos iniciadores da reacdo de PCR do sequenciamento

gendmico parcial do gene UL97

Iniciadores Sequencias (5 — 3’)

CPTO ACGGTGCTCACGGTCTGGAT
CPT0 2096 | TGAGCAGACAGGCGTCGAAGCAGTGCGTGAGCTTGCCGTTCTT

CPT1088 ACG GTG CTC ACG GTC TGG AT
CPT 1619 AAA CGC GCG TGC GGG TCG CAGA
CPT1713 CGGTCTGGACGAGGTGCGCAT

CPT1830M AATGAGCAGACAGGCGTCGAAGCAGTCGTGAGCTTGCGTTCTT

Fonte: Boivin et al. (1996)

5.6.2.6. Eletroforese

Devido o elevado tamanho do produto obtido na reacdo de PCR, foram

submetidos a corrida eletroforética somente os produtos da reacao de Nested.
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Foi realizada eletroforese horizontal em gel de agarose 1% preparado com
uma solucao de tampéo borato EDTA (TBE) 1x solidificado a temperatura ambiente.
Foi preparado uma mistura de 10 yL de amostra teste amplificada e 3 yL de solugao
corante.

A aplicacdo da amostra ocorreu na seguinte ordem: no 1° pogo o marcador
de peso molecular 100 pb, no 2° po¢co uma amostra de DNA amplificado da cepa
padréo de laboratério AD-169 do HCMV e a partir do 3° poco aplicou-se os produtos
da PCR. Iniciou-se a eletroforese colocando o gel em solucdo de TBE 1% submetido
a diferenca de potencial elétrico onde as amostras migraram de um polo negativo
para outro positivo em uma voltagem de 80 V. Ap6s um tempo de observacéo, o gel
era submerso em uma solugao corante contendo 500 mL de tampao TBE 1x e 10 uL
de solucdo de brometo de etidio por 15 min, suficiente para que os fragmentos
amplificados das amostras fossem visualizados em luz ultravioleta. O gel era
visualizado em sistema de fotodocumentacdo Vilber Lourmert® & luz ultravioleta,
comprimento de onda de 320nm. Apds essa etapa, os produtos foram submetidos a

etapa de purificacao.

5.6.2.7. Purificagcédo dos produtos de PCR para o sequenciamento

A purificagdo dos produtos da PCR foi feita com a finalidade de retirar
inibidores da reacdo, excesso de oligonucleotideos, enzimas e outras impurezas
provenientes da PCR.

Foram utilizados kits comerciais do fabricante Qiagen e a técnica foi efetuada
nas seguintes condicfes: em um microtubo com volume de 1,5 mL, limpo livre de

Dnase e Rnase foram adicionados 5 volumes de tampao de captura (PB) para 1
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volume de produto de PCR. Posteriormente, essa mistura foi transferida para uma
coluna de purificagdo que acompanha o kit, adaptada a um tubo coletor com volume
para 2 mL, seguindo-se a centrifugacdo a 1.300 rpm, 30-60 segundos. O
sobrenadante foi descartado e a coluna foi colocada de volta no mesmo tubo e a
esta foram adicionados 0,75 mL de tampédo de lavagem (PE) seguido de
centrifugagéo por 30-60 seg/13.000rpm. O fluxo foi descartado e a coluna colocada
de volta no mesmo tubo coletor. A coluna foi transferida para outro microtubo com
volume de 1,5 mL para a etapa de eluicdo do material, sendo adicionados 30 pL de
tampédo EB (tampéo de eluigdo) no centro da membrana da coluna, e centrifugada
por 1 min. Posteriormente o produto purificado foi quantificado em aparelho L-Quant

da Loccus Biotecnologia.

5.6.2.8. Reacao de pirosequenciamento

A biblioteca gendmica inicialmente foi formada com a amplificacdo prévia do
segmento alvo de DNA contendo 2096 pb do gene UL97 por PCR convencional
realizada no Laboratério de Biologia Molecular da SAMAM. Posteriormente, ampliou-
se por emulsdo (emPCR) (MARGULIES et al., 2005) utilizando kits do fabricante
Roche no Laboratorio de Biologia Molecular do Centro de Inovacfes Tecnoldgicas
do Instituto Evandro Chagas-CIT/IEC.

A reacgdo por emulséo foi efetuada misturando os produtos da reagédo de
Nested PCR com as enzimas e esferas de captura embebidas em solu¢cdo chamada
MOCK e os reagentes da reacao de PCR (4gua, tampéao e enzima). Esses reagentes
foram injetados no interior de pequenos containers cilindricos contendo Oleo

sintético. Essa mistura e a agitacao vigorosa produzem a emulsédo (pequenas gotas
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ao redor das esferas). Cada goticula deveria conter um fragmento de DNA
isoladamente amplificado por PCR, produzindo milhées de cOpias imobilizadas nas
esferas de captura. Ao final da reacdo de PCR, as esferas que nado tinham
fragmentos de cDNA foram eliminadas, e aquelas que apresentaram cDNA
amplificado foram retidas e utilizadas para a etapa de processamento e leitura do
sinal de sequenciamento (MARGULIES et al., 2005).

As esferas de captura contendo o DNA amplificado foram adicionadas aos
orificios da placa denominada PicoTiterPlate. A placa foi inserida no sequenciador
GS Junior 454, sendo que cada amostra recebeu um barcode diferente. Os
nucleotideos (A, C, T, G) migraram em uma ordem fixada sobre os orificios da placa,
entrando em contato com as esferas de captura com os DNAs amplificados. A
adicdo de um ou mais nucleotideos complementares ao DNA alvo resultou em sinal
de quimioluminescéncia que foi capturado pela camera CCD do sequenciador.

Apbs a técnica do sequenciamento do segmento de 2096 pb, foi possivel
obter um andlise 6tima de um segmento correspondente a 741 pb de cada amostra
analisada. Os segmentos correspondentes as 82 amostras foram alinhados e
comparados com o de outras sequéncias de HCMV, depositada no GeneBank,
tomando-se por base a sequéncia depositada por Boutollean; Burrel e Agut (2009),
registro HQ158787 (Franca). A comparacdo de sequéncias ocorreu entre as
posicdes nucleotidicas 1087 — 1828, com 94,5% de identidade com a cepa do

alinhamento e 98% de identidade com a cepa AD169 (acesso no. X17403).
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5.6.2.9. Andlise computacional e montagem dos genomas obtidos por

pirosequenciamento

Para montagem das sequéncias obtidas pelo sistema de
pirosequenciamento, foi empregado o programa Newbler como algoritmo de
montagem. Dentro deste sistema utilizou-se 0 modulo GS De Novo Assembler;

aplicando os parametros de comprimento de sobreposicdo minima de 40 e

identidade de sobreposicdo minima de 80% (http://www.454.com/products-

solutions/analysis-tools/gs-de-novo-assembler.asp). Este programa busca sobrepor

as leituras geradas pelo GS FLX 454 baseado nos parametros estabelecidos
anteriormente, gerando os contigs, ou seja, o montador Newbler consiste de uma
série de médulos: o Overlapper, que localiza e cria sobreposi¢cdes entre leituras; o
Unitigger, que constrdi contigs maiores de sobreposicdo de sequéncia de leituras, e
o Multialigner, que gera chamadas de consenso e pontuacfes de qualidade para as
bases de cada contig (MARGULIES et al., 2005).

O genoma final obtido foi visualizado pelo programa Geneious v.7.1.8.

(Biomatters, Nova Zelandia, http://www.geneious.com) e inspecionado por um

bioinformata, bem como por um especialista no organismo e posteriormente
confrontado com sequéncias disponiveis no banco de dados do NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) para comparacdo e identificacdo, empregando-se o

programa BLASTX (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast).



http://www.454.com/products-solutions/analysis-tools/gs-de-novo-assembler.asp
http://www.454.com/products-solutions/analysis-tools/gs-de-novo-assembler.asp
http://www.geneious.com/default,28,downloads.sm
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast
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5.7. ANALISE ESTATISTICA

Para avaliar o método laboratorial adequado para o diagnéstico viral da
citomegalovirose nas imunodeficiéncias, utilizou-se o Screening Test (Teste do
Crivo) do Programa Graph Pad, versao 5.0. Este teste avalia o nivel de sensibilidade
e especificidade de um método (método soroldgico) em relacdo a outro método
considerado padrao ouro (método molecular - gPCR).

Para andlise entre a relacdo da carga viral e a presenca de manifestacdes
clinicas foi utilizado o Teste G de Williams com correcdo de Yates, do programa

Graph Pad, verséo 5.0.
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6. RESULTADOS

6.1 DADOS SOCIOECONOMICOS

No periodo de 2010-2015, participaram do estudo 672 pacientes, assim
distribuidos: 243 individuos vivendo com HIV/aids, internados no Hospital
Universitario Jodo de Barros Barreto (HUJBB); 257 pacientes portadores de
neoplasias em tratamento com quimioterapia; 112 transplantados renais do Hospital
Ophir Loyola e 60 portadores de LES internados para tratamento no Hospital Jean
Bittar.

De acordo com as respostas obtidas nas fichas epidemioldgicas, os dados
socioeconémicos dos participantes do estudo foram resumidos na tabela 1. A maior
contribuicdo no estudo foi do sexo feminino; quanto ao estado civil, houve maior
participacdo dos individuos solteiros.

A faixa etaria dos voluntarios da pesquisa variou de 1 a 89 anos de idade.
Entre os pacientes transplantados, a faixa etaria foi de 4 - 66 anos; para 0s
pacientes portadores de neoplasias variou de 1-79 anos; para portadores do HIV foi
de 4 — 70 anos e pacientes com LES a faixa etéria foi de 13 - 89.

O nivel de escolaridade mais frequente foram o fundamental e o médio, e a
renda familiar predominante compreendia entre 1 e 2 salarios minimos.

N&o foi possivel obter dados sobre estado civil, escolaridade e renda familiar
do grupo de transplantados, pois foi utilizada uma ficha padrdo pré-existente na

rotina de atendimento de pacientes transplantados no ambulatério da SAMAM.
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Tabela 1. Aspectos socioecondmicos identificados nas fichas epidemiolégicas dos

672 pacientes com imunodeficiéncia, Belém-Para.

Dados Pessoais e de Identificacédo Total Frequéncia
(n=672) (%)
1. Sexo
Masculino 386 57,74
Feminino 286 42,26
2. Faixa etaria (anos)
<20 131 19,49
21-30 122 18,16
31-40 153 22,77
41 -50 132 19,64
> 50 134 19,94
3. Estado Civil &
Casado 110 19,68
Separado 29 5,19
Solteiro 254 45,44
Unido Consensual 49 8,77
Viavo 23 4,11
N&o se aplica 94 16,81
4. Escolaridade
Analfabeto 25 4,47
Pré-escolar 34 6,08
Fundamental 290 51,88
Nivel Médio 180 32,20
Nivel Superior 30 5,37
5. Renda Familiar &
Nao sabe 21 3,76
< 1 salario minimo 180 32,19
1 a 2 salarios minimos 302 54,03
Mais de 2 salarios minimos 56 10,02

# Dados ausentes no banco de Transplantados

Também foi investigado em cada grupo a frequéncia de exposicéo aos fatores
de risco para ocorréncia de infec¢des oportunistas (Quadro 5). A corticoterapia foi

relatada em mais de 50% dos individuos portadores de LES e transplantados renais,
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e em menos de 50% dos pacientes portadores de neoplasias. Entre os grupos de
portadores do HIV, foi comum o uso de drogas ilicitas e a presenca de tatuagens,
assim como a ocorréncia de comorbidades. A transfusdo de sangue foi relatada em

todos os grupos, sendo mais referida no grupo de neoplasicos.

Quadro 5. Fatores de riscos favoraveis ao desenvolvimento da doenca por HCMV

entre os grupos de pacientes com imunodeficiéncia, Belém-Para.

[P Neoplasias Transplantados *LES HIV

S N S N S N S N
Quimioterapia 257 0 - - - - - -
Corticoterapia 63 194 96 16 49 12 - -
Linfécitos 100/mm?® - - - - - - 125 116
Relacdo D+/R- - - 0 85 - - - -
Leucopenia 22 41 - - - - 138 103
Tatuagens - - 5 107 3 58 89 152
Drogas llicitas - - 2 110 1 60 86 155
Alcool - - 44 68 2 59 - -
Comorbidades 52 205 6 106 7 54 215 26
*T. sanguinea 157 100 99 13 32 20 84 159

S= Sim; N= N&o; *8 pacientes sem informacédo; T. = transfuséo

Quanto a presenca de manifestacfes clinicas, foram observados mais

frequentemente sintomas gerais, digestivos, neuroldgicos, oftalmolégicos e renais
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(Quadro 6). Os grupos de portadores do HIV e de neoplasias apresentaram maior
frequéncia de individuos sintomaticos.

A maior ocorréncia de individuos sem manifestagfes clinicas pertencia ao
grupo dos transplantados, enquanto que no grupo HIV, ndo houve registros de

individuos assintomaticos.

Quadro 6. Manifestacdes clinicas referidas pelos pacientes com imunodeficiéncia,

Belem-Para.
Sintomas Transplantados Neoplasias Portadores - Portadores | TOTAL
de HIV de LES

Gerais 23 210 219 35 487
Digestivos 26 183 163 24 396
Neurolégicos 1 162 159 36 358
Oftalmolégicos 0 133 59 26 218
Renais 2 9 1 17 29
Outros 15 52 53 18 138
Assintomaticos 59 6 0 3 68

6.2. RESULTADOS LABORATORIAIS

6.2.1. Resultados das analises soroldgicas

Os resultados laboratoriais obtidos pelo método sorolégico para o HCMV

demonstrou que 96,1% (n=661) dos voluntarios apresentavam anticorpos anti-HCMV

da classe das IgG, indicando doenca pregressa ou contato prévio, enquanto que
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apenas 2,4% (n=16) apresentaram anticorpos de fase aguda (IgM) sugestivo de
infeccdo recente, e 1,3% (n=9) ndo haviam entrado em contato com o virus.

A tabela 2, apresenta o perfil sorologico de cada grupo, sendo mais frequente
o perfil de infeccdo pregressa IgG+IgM- (96%) em todos os grupos. O perfil de
infeccdo aguda representado por IgG+igM+ foi observado em baixa frequéncia,
menor que 5%, enquanto que o perfil IgG-IgM- estava presente na maioria dos

grupos em baixa frequéncia, exceto nos portadores de LES, onde era ausente.

Tabela 2. Comparacdo dos perfis soroldgicos entre os grupos de pacientes com

imunodeficiéncia, Belém-Para

*Perfis soroldgicos anti- HCMV

Grupos N IgG+IgM- IgG+IgM+ IgG-IgM-
N (%) N (%) N (%)
Transplantados 112 107 (95.5) 4 (3.6) 1(0.9)
Neoplasias 257 245 (95.3) 4 (1.6) 8 (3.1)
Portadores de HIV 243 235 (96,7) 5(2.1) 1(0.4)
Portadores de LES 60 57 (95.1) 3 (4.8) 0 (0.0)
Total 672 644 (95,83%) 16 (2,39%) 9 (1,34%)

*N&o foram considerados os perfis com anticorpos indeterminados

O quadro 7 apresenta a distribuicdo e frequéncia dos anticorpos anti-HCMV
em relacdo ao sexo, nos diferentes grupos. Os anticorpos IgG+ em pessoas do sexo
feminino pertencentes aos grupos portadores do HIV e de LES, ocorreram na

mesma proporgao (1:1).
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Quadro 7. Distribuicdo de anticorpos anti-HCMV nos grupos estudados de acordo

com o0 sexo, Belém-Para.

Transplantados Portadores HIV LES Neoplasia
Anticorpos Fem Mas | Fem Mas | Fem Mas | Fem Mas

N N NN [N N | ) )
lgG+ 41 71 51 189 |51 09 | 137 112
l9G- 00 00 00 01 |00 00 04 04
IgM+ 02 02 02 03 | 03 00 03 01
IgM- 39 68 |49 187 | 48 09 | 138 115

Fem= Feminino
Mas= Masculino

O anticorpo 1gG nédo estava presente nos individuos transplantados e nos
portadores de LES, em ambos os sexos, e em um individuo do sexo masculino no
grupo de portadores do HIV. O anticorpo IgM estava presente, em baixa frequéncia
em ambos 0S sexos, na maioria dos grupos, exceto no sexo masculino nos
portadores de LES.

Ao relacionarmos os resultados da pesquisa de anticorpos nas diferentes
faixas etarias, foi evidenciado que os anticorpos classe IgG foram mais baixos nas
faixas etarias menores de 20 anos, estando em 100% das amostras da faixa etéria
de 21-30 anos. Por outro lado, a presenca de anticorpos de infeccao aguda (IgM)
ocorreu em menores proporgdes no grupo < 20 anos e > 50 anos (quadro 8).

Quanto aos dados referentes as técnicas moleculares por gPCR, a
amplificacdo das amostras em tempo real ocorreu a partir do 18° ciclo com 0 maximo
de amplificagdo no 30° ciclo, como demonstra a figura 12. Esta figura apresenta a

curva de deteccdo do DNA viral das amostras dos voluntérios da pesquisa.



Quadro 8. Distribui¢cdo de anticorpos de acordo com a faixa etaria

Anticorpos anti - HCMV
Grupos lgG+ lgG- IgM- IgM+ 1gG IgM
(N) (N) (N) (N) (Indeterminados)
>10 58 04 61 01 00 00
10-20 66 02 68 00 00 00
21-30 120 00 116 04 02 02
31-40 152 01 147 06 00 00
41 - 50 130 01 127 04 01 01
> 50 134 01 133 01 00 01
Total 660 9 652 16 03 04

*1 IgM indeterminada em transplantados
** 2 1gG indeterminadas e 2 IgM indeterminadas em portadores do HIV

[ Setup ¥ Instrument JResults

T Plate ¥ Spectra ¥ Component ¥ Amplification Plot { Standard Curve ¥ Dissociation ¥ Report §
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1.0e+000
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1.0e-004

Delta Rn vs Cycle

1.0e-005

12 3 4567 89

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 30 40 41 42 43 44 45

Figura 12. Curva de amplificacdo em tempo real das amostras analisadas
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As duas linhas superiores, verde e vermelha, estdo representando uma
amostra e um controle 3-globina (DNA-CPE) de um portador do HIV, enquanto as
linhas inferiores representa amostra de outro paciente portador do HIV e seu
controle interno correspondente.

De acordo com os resultados da analise de amplificacdo do genoma viral, foi
detectado qualitativamente DNA do HCMV em 31% (n= 210/672) das amostras.
Desse total, 16% (n= 34/210) possuiam carga viral entre o valor minimo e maximo
do ponto de corte da técnica (1,332 — 66,66 copias/mL) e 34% (n= 72/210) estavam
com carga viral acima do limite maximo de deteccdo (>66,66 copias/mL).
Aproximadamente, 50% (n= 104/210) estavam abaixo do limite de detec¢éo do teste
(<1,332 copias/ml), logo eles ndo foram considerados doentes sob o ponto de vista
laboratorial, nessa analise.

Na andlise intragrupo, foi detectado DNA viral em 33% (n=37) das amostras
dos pacientes transplantados, sendo que 51,4% (n=19) dos individuos desse grupo
estavam com infeccdo ativa por HCMV, pois a carga viral estava acima do valor
referencial minimo (1,332 coépias/mL). Entre as 37 amostras positivas, 13% (n= 5)
dos individuos apresentaram carga viral na faixa de deteccdo do kit (1,332—-66,66
copias/mL), outros 38% (n=14) apresentavam carga viral acima do valor referencial
maximo (Tabela 3), e 49% (n=18) abaixo do limite de deteccéo. A variacdo da carga
viral nesse grupo variou entre 1,30 a 1823121,00 copias/mL, com meédia de
102127,98 copias /mL.

No grupo de pacientes portadores de neoplasias, 92% (n=237) eram
negativos e 8% (n= 20) dos individuos apresentaram DNA viral, entre os quais, 95%

(n=19) apresentaram carga viral abaixo do valor minimo referencial e 5% (n=1)
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acima desse limite, sugestivo de infeccdo viral. O valor minimo da carga viral foi de
1,36 e 0 maximo de 1357,00 copias/mL, com média de 416,68 copias/mL.

Entre os portadores do HIV, aproximadamente 60% (n=140) foram positivos
na técnica de deteccdo do genoma do HCMV, sendo que 33% (n=81/140) eram
sugestivos de infeccdo viral ativa. Do total de individuos com suspeita de infeccéo,
23% apresentaram carga viral acima do valor maximo (>66,66 cOpias/mL) de corte
calculado no estudo, 10,3% possuiam carga viral na faixa de detec¢cdo do
teste(1,332 - 66,66 copias/mL) e 24,3% abaixo do limite minimo de deteccéo viral
(<1,332 copias/mL). A frequéncia de individuos negativos foi de 42,4% (Tabela 3).

A carga viral total dos voluntérios portadores do HIV ficou compreendida entre

14,0 e 4764538,00 cépias/mL, com média de 107479,48 copias/mL.

Tabela 3. Comparacdo dos valores da carga viral entre os diferentes grupos de
pacientes com imunodeficiéncia de Belém-Para.

Carga Viral
Grupos
<1332 1332-66,66 >66,66 Neg Total
Transplantados 18(16%) 5 (4,5%) 14(12,5%) | 75(67%) 112
Neoplasias 19(7,4%)  1(0,4%) 0(0,0%) |237(92,2%) 257

Portadores de HIV | 59(24,3%) 25(10,3%)  56(23%) | 103(42,4%) 243

Portadores de LES | 8(13,3%) 3(5,0%) 2(3,3%) 47(78,3%) 60

Total 101 (15%) 34 (5%) 72(11%) | 463 (69%) 671

No grupo de pacientes com LES, 78,3% eram negativos para deteccdo do

genoma, e entre 0s positivos, 3,3% apresentavam carga viral elevada, superior ao
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valor maximo (66,66 cépias/mL) de referéncia da reacdo de gPCR, sendo que 5%
estavam dentro do limite de detec¢éo. O valor minimo da carga viral nesse grupo foi
de 55,20 copias/mL e o maximo de 23149,00 cépias/mL, sendo o valor médio da
carga viral de 3438,17 copias/mL.

Avaliando-se os indices de positividade relacionados a infeccdo ativa pelo
HCMV, percebeu-se que por meio do método soroldgico 2,4% (n=16) dos individuos
estavam com infec¢do pelo HCMV, enquanto que pelo método molecular, este indice
correspondia a 16% (n=106) dos individuos investigados, como demonstrado na

tabela 4.

Tabela 4. Comparacao dos resultados qualitativos de infec¢cdo ativa por ambos os

meétodos laboratoriais nos grupos estudados.

HCMV
Grupos IgM+ qPCR+
N N (%) N (%)

Transplantados 112 4 (3,6) 19 (17,0)
Neoplasias 257 4 (1,6) 1 (0,4
Portadores de HIV 243 5(2.1) 80 (33,0)
Portadores de LES 60 3 (5,0) 5 (11,7)
Total 672 (100%) 16 (2,4%) 106(16,0%)

Com base nas diferencas de positividade no diagnéstico de infeccdo por HCMV,
avaliou-se o nivel de sensibilidade e especificidade do método sorologico em relacao
ao metodo molecular utilizando-o como padrdo ouro, conforme Screening Test

(Teste do Crivo) apresentado na tabela 5.
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Tabela 5. Analise de sensibilidade e especificidade do método sorolégico com

método molecular no Screening Test (Teste do Crivo)

qPCR
‘oM Positivo Negativo Total
Positivo 6 (5,7%) 10 (2%) 16 (2,5%)
0
Negativo 100 (94,3%) 556 (98%) 656 (97,5%)
Total 106 566 672

Sensibilidade da Sorologia: 5,71%
Especificidade da Sorologia: 98,06%
Prevaléncia da Infec¢éo por HCMV: 15,63%

Na analise de comparacdo dos dados clinicos com os dados laboratoriais,
percebe-se que os individuos que apresentaram sintomas gerais, digestivos e
neuroldgicos, apresentaram infeccdo aguda por HCMV em ambos os métodos
laboratoriais (quadro 9). Entre o0s pacientes sintomaticos, o maior namero de
individuos com elevada carga viral acima do valor de referéncia (>66,66 cépias/ml)
no estudo apresentavam sintomas gerais, neuroldgicos e oftalmologicos. Entre os
individuos assintomaticos notou-se quatro individuos que apresentaram anticorpos
IgM sugestivo de infec¢cdo aguda, e um que apresentava carga viral acima do valor
méaximo de referéncia da qPCR. Na relacdo entre as manifestacdes clinicas e a
carga viral, ndo houve significancia estatistica de acordo com o teste empregado
(Teste G de Williams com correcao de Yates).

Do total de amostras positivas no método soroldgico, 2% foram consideradas

falso-positivas quando comparadas com os resultados do teste molecular (padréao
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ouro), e entre 0s negativos na sorologia, 94,3% amostras foram positivos no método
molecular.
Os dados obtidos da tabela 5 demonstraram elevada especificidade e baixa

sensibilidade do método sorolégico em relacdo ao método molecular.

Quadro 9. Comparacdo entre os dados clinicos e laboratoriais qualitativos e

quantitativos dos pacientes com imunodeficiéncia, Belém-Para.

M,a plfestagoes Sorologia gPCR Carga Viral
clinicas
IgM-  IgM+ | Neg Pos | <1332 1332a6666 > 66,66

Gerais 476 11 317 174 78 33 63
Digestivos 389 7 259 137 64 24 49
Neurol6gicos 350 8 241 117 59 19 39
Oftalmologicos | 210 2 167 45 26 7 12
Renais 28 1 2 7 4 1 2
Assintomaticos | 134 4 126 12 11 3 1
Outros 66 2 61 7 5 0 2

Quanto aos dados relacionados a mortalidade dos pacientes no decorrer do
estudo, obteve-se informacdes de que 50 individuos tiveram evolugdo fatal do
guadro clinico. Destes, 49 eram portadores do HIV e um transplantado renal. Entre
os portadores do HIV que faleceram 12 pacientes possuia carga viral abaixo do
limite minimo de deteccdo (<1,332 copias/mL), seis apresentaram carga viral
compreendida entre os valores de 1,332 e 66,66 copias/mL e 16 pacientes acima do

limite ma&ximo de carga viral. O outro paciente que também faleceu e pertencia ao
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grupo de transplantados, apresentava o perfil soroldégico de IgG-IgM- e havia
recebido um érgdo (rim) de um doador com IgG+IgM- para o HCMV, segundo
informacdes do profissional médico que o acompanhava.

Este paciente apresentou quadro inicial de astenia, epigastralgia e linfopenia,
com regressao apos terapia antiviral com ganciclovir. Apos o periodo de remissao do
quadro inicial, passou a fazer o monitoramento laboratorial por gqPCR para controle
da infeccdo, havendo algumas recidivas virais e agravamento do quadro por
desenvolver hipoplasia medular e infeccdes secundarias bacterianas que culminou
com o Obito do paciente. A carga viral deste paciente durante o estudo variou de
2731,7 a 1448939,07 copias com média de 70437,26 cdpias/mL. Quanto aos demais
pacientes que faleceram, a maioria apresentava mais de trés manifestacdes clinicas,

simultaneamente, independente do perfil sorologico e molecular (quadro 11).

Tabela 6. Comparacdo dos valores da carga viral do HCMV de acordo com a
presenca de manifestacdes clinicas referida pelos pacientes com imunodeficiéncia

de Belém-Para.

Carga Viral
Grupos Total
1,332-66,66 > 66,66
Presenca de sintomas 31 (30,4%) 71 (69,6%) 102
Auséncia de sintomas 03 (75,0%) 01 (25,0%) 04
Total 34 72 106

Teste G =1,6203; p =0,2031
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Quadro 10. Comparacao entre a presenca de manifestacdes clinicas e os dados

laboratoriais dos 50 pacientes que faleceram.

Manifestacoes Sorologia Carga Viral

clinicas IgM-  IgM+ <1332 1332a66,66 >66,66
Gerais 44 1 11 6 14
Gastricos 34 0 10 3 12
Neurolégicos 29 0 6 5 10
Oftalmoldgicos 10 0 3 1 3
Assintoméaticos 1 0 0 0 1
Outros 31 0 7 5 8

6.2.2. Resultados das Analises Moleculares

Das 671 amostras colhidas para o estudo, 129 foram selecionadas para
analise de sequéncias, segundo dois critérios: quantificacdo das amostras = 100ng
de DNA e carga viral acima do ponto maximo de corte da técnica de gPCR (66,66
copias/mL de sangue), sendo que do total das amostras encaminhadas, somente 82
tiveram resultados satisfatorios para analise das sequéncias.

Os resultados da amplificacdo genémica das amostras destinadas para o

seguenciamento estao apresentados nas figuras 13 e 14.
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cepa AD 169

531 pb

Figura 13. Gel de agarose 1,5% apresentando o produto com 531 pb da 22
reacao de amplificacdo para o sequenciamento

Legenda: Primeiro e o ultimo po¢co contém marcador de peso molecular de
50pb e 100pb, respectivamente. O 2° po¢co contém amostra da cepa AD169 e
os demais contém produtos a da 12. reacdo de Nested de PCR.

AD 169

117 pb

Figura 14. Gel de agarose 1,5% apresentando o produto da 3?2 reacdo de
amplificacédo do produto de 117 pb do gene UL97 da fosfotransferase.

Legenda: O primeiro e o Ultimo po¢co contém marcador de peso molecular de
50 pb e 100pb, respectivamente. O 2°. po¢o contém amostra da cepa AD169 e
os demais, contém produtos amplificados na 22. reacéo de nested PCR.
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Ambas as figuras apresentam os géis contendo o resultado da amplificacao
dos dois segmentos menores 117pb e 531pb. Com base na amplificacdo desses
produtos, obteve-se a confirmacgédo de que o segmento maior de 2096 pb foi obtido
com sucesso e que os produtos amplificados poderiam ser encaminhados para
andlise do sequenciamento

Foram observadas mutacdes de ponto, denominadas silenciosas, por nao
haver mudanca de aminoacidos, localizadas nas posi¢des nucleotidicas 282, 489 e
571 (C_T), 585 (T C) e 651 (C, T). Essas mutacdes estavam presentes nos
codons 94, 163, 190, 195 e 217, respectivamente. Ressalta-se que a ocorréncia de
mutacdo na posicdo nucleotidica 489 no cédon 163, ocorreu exclusivamente em
amostras de portadores do HIV. Também foram observadas mutac¢des (C —&T) em
amostras de portadores de LES nas posi¢cdes nucleotidicas 282, 303, 317, 423 e
534, nos cédons 94, 101, 105, 141 e 178, respectivamente.

Em amostras de pacientes transplantados, esse tipo de mutagcédo foi comum
nas posicoes nucleotidicas (C—T) 219, 282, 303, 336, 417 (G —A), 423 (C . T),
443 (A— G), 546 (C— T), 571, 585, 651 e 695, nos cddons 73, 94, 101, 112, 139,
141, 148, 182, 190, 195, 217 e 232, respectivamente. Entre as mutacgdes silenciosas
citadas, pode-se observar que as alterac6es nucleotidicas entre as bases Citosina
(C) e Timina (T) ocorreu em 53,3% das mutacdes.

Do total de amostras sequenciadas e alinhadas, aproximadamente 10%
apresentaram mutacdes com alteracdes de aminoacidos, sendo que 20% (n = 2) das
mutacdes ocorreram por transversao (troca de bases purinas (A/G) por pirimidinas
(C/T)) e 80% (n=8) por substituicao (trocas de purinas por purinas ou pirimidinas por

pirimidinas).
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No quadro 11 estdo descritas as mutacdes, a localizacdo nos cdédons e as

posi¢des nucleotidicas onde elas ocorreram nas regiées conservadas do gene UL97.

Foram detectadas mutacdes que alteravam a sequéncia de aminoacidos da

fosfotransferase, sendo que as mutacdes que poderiam alterar a atividade dessa

enzima ocorreram entre os coédons 377 e 594.

Quadro 11. MutacBes nucleotidicas detectadas no gene UL97 com alteracéo

aminoacidicas nas amostras dos pacientes com imunodeficiéncia, Belém-Para.

Amostras Posicoes Cddons Alteracdes Alteracoes
nucleotidicas nucleotidicas | aminoacidicas
das mutacoes

H-73 1501 - 1503 501 GAG » AAG Glu -» Lis

H-100 1129-1131 377 GCC » GGC Ala 5 Gli

H-100 1131 -1134 378 GCT—> GTT Ala o, Val

H-163 1528 - 1530 510 AAC > AGC Asp— Ser

H- 263 1624 - 1626 542 GTA —» ATA Val» lle

H-282 1300 - 1302 434 CGT —» CAT Arg— His

H-282 1576 - 1578 526 ATG —» ATT Met—» lle

T- 48.240 1528 - 1530 510 AAC o AGC Asp— Ser

T- 53.880 1780 -1782 594 GCG —» GTG Ala—» Val

LES 43 1402 - 1404 434 CCG—» CTG Arg—> Fen

H=HIV, T = Transplantado, LES=LUpus eritematoso sistémico

Na analise de comparacdo das sequéncias obtidas, foi observado que 100%

(n=82) das amostras do presente estudo, apresentavam mutacao por substituicoes

nucleotidicas com alteracdo de aminoacidos, em duas posi¢ées: uma na posi¢ao
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1786 — 1788 do codon 596 com alteragdo de aminoacido na trinca GAG—, AAG do
Ac. glutdmico para Lisina (E596K), e outra entre as posi¢des 1810 - 1812 do cddon
604 com mudanca aminoacidica na trinca de TCC—» TTC alterando de Serina para
Fenilalanina (S604F). Devido a elevada frequéncia com que essas mutacdes
ocorreram nas amostras da presente analise, comparou-se com outras 30
sequéncias depositadas no GeneBank, oriundas de varios paises da América do
Norte como Estados Unidos e Canad4, paises da Europa e Asia como Italia, China e
de outros.

No grupo de voluntarios portadores do HIV ocorreu a maior frequéncia (n= 5;
62,5%) de mutacdes pontuais com alteracdo de aminoacidos, sendo esse 0 Unico
grupo onde foram observadas mutacdes por transversao em duas amostras, H-100
(C—»G) e H-282 (G —T).

No grupo de voluntarios portadores de lupus, foi observada apenas uma
amostra com mutacdo que alterava o aminoacido, enquanto que no grupo de
transplantados duas amostras, T- 48.240 e T- 53.880, apresentaram mutacdes com
trocas de aminoécidos, sendo a amostra T- 53.880 a Unica a apresentar uma das
mutacbes mais frequentemente descritas por diversos autores em estudos de
resisténcia aos antivirais ao ganciclovir.

As amostras dos pacientes com neoplasia ndo apresentaram qualidade
suficiente para que fosse efetuada andlise das sequéncias, portanto elas foram
excluidas dessa analise.

Considerando a ocorréncia das alteragdes nucleotidicas no gene codificador
da fosfotransferase com troca de aminoacidos, foram detectadas no presente estudo
mutacdes que identificam 11 genotipos diferentes em decorréncia das substituicbes

aminoacidicas, assim sendo: A377G, A378V (regides lll e IV) A434F, A434H, (regido
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V1) G501L, N510S, V5421, M526I (regigo VIII) A594V, E596K e S604F (regido IX). E
importante ressaltar que os genotipos E596K e S604F ocorreram em 100% das
amostras de imunodeprimidos, incluindo a amostra controle da cepa de laboratorio
AD169.

Os gendtipos A377G, A378V, A434H, M526l, N510S, G501L e V542,
estavam presentes em cinco amostras de portadores do HIV e corresponderam a
6,1% do total das amostras sequenciadas; o genoétipo A434F foi observado em um
paciente portador de LES em baixa frequéncia (1,2%). Os genétipos N510S e A594V
em pacientes transplantados ocorreram em 2,4% das 82 amostras analisadas,
sendo que o genotipo A594V tem estado associado ao fendétipo de resisténcia aos
antivirais. O genétipo N510S estava presente tanto em um portador do HIV quanto
em um paciente transplantado.

Com base na presenca de muta¢des nucleotidicas, pode-se observar que as
amostras H-100 e H-282 referentes a dois pacientes portadores do HIV,
apresentaram maior diversidade genotipica. De acordo com os dados apresentados
no quadro 11, pode-se observar que a diversidade genotipica entre 0S grupos
ocorreu na proporcdo de 7:2:1 na seguinte ordem: portadores do HIV,
transplantados e portadores de LES, respectivamente.

Nas amostras H-100 e H-282 foram observados mais de um genotipo, 0s
genotipos A377G/ A378V na amostra H-100 e A434F/ M5261 na amostra H-282.
Entre os pacientes que apresentaram alteracbes de aminoacidos no gene
codificador da fosfotransferase, trés faleceram e sete apresentaram diversas

manifestagdes clinicas.
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O quadro 12 resume os dados sobre a presenca de manifesta¢des clinicas,
Obito e carga viral, considerando a relacdo desses fatores com a presenca dos

genotipos obtidos na andlise do sequenciamento.

Quadro 12. Dados clinicos e laboratoriais dos pacientes, relacionados aos genétipos

e a mortalidade, Belém-Para.

Pacientes com infec¢géo por HCMV
Registros Genotipos Manifestacbes Obito Carga Viral
clinicas
H-73 G501L SG S 2592.00
H-100 A377G/ A378V | SG/OFT/N/OUT S.l. 2114.00
H-163 N510S SG/OUT S 20231.00
H- 263 V542] SG/OFT/N/DG S.L 1783.5
H-282 A434H / M5261 | SG/DG S.l. 268704.3
T-48.240 | N510S SG S.. 8196.5
T-53.880 | A594V ASS S 56783.6
LES 43 | A434F ouT S.l. 1001.20

Sl= Sem informacéo; SG=Sintomas gerais; OFT=0ftalmologico; N=Neurologico; DG

= Digestivos; ASS=Assintoméatico; OUT=0utros sintomas.
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7. DISCUSSAO

De acordo com os dados socioecondmicos, pode-se perceber que o perfil
epidemioldgico do grupo de pacientes com imunodeficiéncia foi composto em sua
maioria por individuos de baixa renda e baixo nivel de escolaridade, sendo
predominante o fundamental.

Para avaliar os indices de infeccdo viral, foram registrados os principais
fatores de risco aos quais 0s voluntarios estavam expostos. Percebeu-se que a
corticoterapia estava presente na maioria dos grupos e a presenca de comorbidades
era comum a todos 0s grupos.

Devido a variedade de manifestacdes clinicas relatadas pelos voluntarios da
pesquisa, e a dificuldade de obter dados consistentes sobre o assunto, agrupou-se
essa variavel por categoria para melhor compreensdo da analise dos resultados.
Entre os agravos de natureza geral, foram mais frequentemente relatados quadro de
febre (n=276), linfadenomegalia (n=281) e dor abdominal (n=185), presente em
todos os grupos estudados.

Chamou atencdo os baixos indices de pessoas com distarbios renais no
grupo de transplantados, o que poderia estar relacionado a varias possibilidades: ao
sucesso do transplante, ao tratamento efetivo para evitar a rejeicdo do implante e o
bom funcionamento do 6rgéo transplantado. Dentre os disturbios relatados, os
gerais e 0s gastricos foram mais comuns entre todos os grupos, sendo que em
pacientes transplantados os disturbios neurolégicos foram raros e os oftalmoldgicos
ausentes.

De acordo com o perfil soroldgico, pode-se observar que a frequéncia

estimada de individuos com infeccao pregressa (IgG+igM-) pelo HCMYV foi elevada,
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superior a 90% em todos os grupos. Esses indices sdo esperados quando se refere
a individuos procedentes de paises em desenvolvimento e de perfil socioecondémico
baixo como os grupos estudados no presente trabalho.

Quando se associa os indices de infeccao por HCMV em ambos 0s sexos,
nao foram observadas diferencas significativas entre eles. Mas quando se relaciona
os indices de infeccdo com as faixas etérias, percebe-se que os anticorpos de
infeccdo aguda (IgM+) estavam presentes em individuos das faixas etarias maiores
de 20 e menores de 51 anos. Esses dados podem estar relacionados a forma de
transmissdo mais comum na fase adulta, que é a sexual, como mencionado por Van
Der Meer (1996) e Carraro (2001).

A prevaléncia de anticorpos IgG+ foi maior na faixa etaria de 31 anos.
Percebeu-se que a medida que aumentou a faixa etaria, houve maior frequéncia de
anticorpos anti-HCMV, diminuindo a partir dos 40 anos de idade. Essa ascendéncia
na prevaléncia de anticorpos anti-HCMV a medida que aumenta a faixa etaria, e um
decréscimo a partir das faixas etarias posteriores aos 40 anos também foi descrita
por Pannuti (1984) e Nichols; Boeckh (2000), os quais registraram que a prevaléncia
de anticorpos anti-HCMV inicia na infancia e aumenta proporcionalmente com a
idade adulta, havendo predominio de anticorpos a partir dos 25 anos.

Quanto a avaliacdo dos indices de infeccdo ativa por HCMV, estimado pelo
meétodo soroldgico, observou-se uma frequéncia de 2,4% para IgM+, o que nao
correspondeu aos verdadeiros indices de infeccdo quando comparados com 0sS
resultados obtidos na analise molecular. Nesta analise o indice de infeccao
correspondeu a 15,63%, ou seja, os indices de infeccdo viral aguda foram

subestimados pela sorologia.
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Os indices de infeccdo viral pelo método molecular foram baseados nos
valores da carga viral, com ou sem manifestacdes clinicas. Portanto, individuos com
valor de carga viral igual ou superior ao valor minimo de referéncia da gPCR (1332
copias/ml) foram considerados com infec¢do ativa no estudo. Essa determinacao
deve-se ao fato de que ainda ndo ha um consenso sobre um valor de referéncia pré-
estabelecido para determinar infecgdo ativa se ndo houver o monitoramento do
paciente. Segundo Breda et al. (2013) 1067,5 copias/mL pode ser considerado um
valor referéncia para a progressao da infeccdo ativa para a introducéo da terapia
antiviral preemptiva em pacientes transplantados de medula 6ssea.

O método soroldgico apresenta algumas vantagens para uso no diagnostico
de rotina, por ser um método mais rapido, de baixo custo e de elevada
especificidade (98,06%), mas quando comparado a outros métodos mais sensiveis,
especialmente em grupos como imunodeprimidos, tem suas limitagbes, como
observado no presente estudo e registrados por autores como Weirich (1998), Silva
et al. (2005), Marques et al. (2007), Salamano et al. (2001); Silva et al. (2011). Esses
autores observaram diferencas consideraveis no diagnéstico laboratorial entre o
método sorologico e outros como isolamento viral, PCR, imunohistoquimica e/ou
analise patologica de tecidos.

As diferencas observadas nos diferentes métodos de analise laboratorial
estéo relacionadas as desvantagens do método sorologico, pois esse método € mais
adequado para o diagnostico de infecgcdes primarias e limitado para reinfeccdes
virais; além desse fator, 0 método soroldgico apresenta baixa sensibilidade (5,71%)
e elevada especificidade, como comprovado no presente trabalho por meio do
Screening Test. Portanto, a sorologia ndo deve ser o método de escolha para

diagnosticar infeccdo que nao seja primoinfeccdo, como € o caso das infeccdes
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ocasionadas por reativacao viral, comum em pacientes portadores de deficiéncia
imunoldgica. Outro fator que reforca essa conclusdo € o fato de que em pacientes
com imunodeficiéncia como portadores de LES, é comum a presenca de anticorpos
IgM falso reativos, o que podera causar uma interpretacdo errbnea se o método
sorolégico for utilizado para o diagnéstico definitivo de infeccdo, como relatado por
Arce-Salinas; Villasendr-Ovies (2012).

Considerando a associacao das manifestagdes clinicas e carga viral sugestiva
de infeccao viral, pode-se observar que pacientes com carga viral variando entre
186691,1 e 1823121,0 copias/ml, apresentavam a triade febre, leucopenia e diarreia,
associados ou ndo a outras manifestacdes clinicas. Entre o0s pacientes
assintomaticos, dois pacientes apresentaram carga viral elevada, um tinha 11908,6
copias/ml e outro, 56783,6 cépias/ml.

Também foi observado entre os pacientes que tiveram evolucéo clinica para o
Obito, que aqueles que apresentaram manifestacfes clinicas possuiam carga viral
21332 copias/mL. Apesar dessas evidéncias, ndo houve relacdo estatisticamente
significante entre a presenca de sintomas e os valores da carga viral, de acordo com
0 teste empregado para andlise conjunta dessas variaveis.

De acordo com Rasmussen (1999), alguns individuos podem desenvolver
manifestacdes clinicas mesmo com baixa carga viral, enquanto outros desenvolvem
elevados indices de viremia sem manifestagcdes clinicas, o que pode ter ocorrido
com algum desses individuos como foi o caso de um paciente transplantado que
evoluiu para o Obito, o qual possuia carga viral de 56783,6 coOpias/mL e era
assintomatico.

Outro aspecto avaliado no presente estudo relaciona-se as analises de

sequéncias do gene codificador da fosfotransferase viral (UL97). Foi observada
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importante diversidade genética nas amostras examinadas pelo método de
pirosequenciamento. No fragmento amplificado correspondente a 741pb detectou-se
diversas mutacbes silenciosas ou sinbnimas, sem repercussdo na sequéncia
aminoacidica, assim como outras com alteracdo na sequéncia de aminoacidos da
enzima.

Wolf et al. (1995) também detectaram mutacdes silenciosas com mudancas
nucleotidicas sem variacdo na trinca dos aminoacidos, em cerca de 90% dos
isolados clinicos de pacientes com aids com mais de trés meses de terapia
antirretroviral, o que n&o alterou a atividade da fosfotransferase. Nesse caso, 0 uso
de antiretrovirais pode ser um fator que contribua para aumentar a diversidade
genética no gene da UL97 do HCMV. Outro fator importante para elevar a
diversidade genética é a recombinacao entre cepas de HCMV (CHOU et al.,1999), o
que nao foi possivel visualizar neste estudo devido a metodologia empregada para
sequenciamento de apenas um gene viral.

Entre as mutacBes nucleotidicas que alteram o aminoacido, duas
representadas pelos gendtipos E596K e S604F estavam presentes em 100% (n=82)
das amostras sequenciadas, incluindo a amostra da cepa AD169. Na andlise de
comparacdo das sequéncias do presente estudo com outras procedentes de
diversos paises, essas mutagbes nao foram detectadas em nenhuma das
sequéncias comparadas.

Na década de 1990, um grupo de pesquisadores liderados por Erice
descreveu a mutacdo E596K associada a outra adjacente ao cédon 604,
especificamente, no codon 603 (C603Y). Esses autores relataram que as mutacoes
nos cédons 596 e 603 poderiam ocasionar resisténcia aos antivirais, mas haveria

necessidade de confirmar essa possibilidade. Com base na hipotese desses autores
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e na localizacdo da mutacéo, acredita-se que a mutagédo no cédon 604, adjacente ao
codon 603, também possa contribuir para a ocorréncia de resisténcia ao ganciclovir,
portanto, estudos posteriores devem ser conduzidos para esclarecer essa
possibilidade.

A mutacdo no cdédon 596 descrita por Erice (1999) foi observada em dois
gendtipos distintos com troca de aminoécidos, uma de 4cido glutdmico para glicina
(E596G) e outra de &cido glutdmico para &cido aspartico (E596D), ao passo que no
presente estudo, a mudanca do aminoacido ocorreu de &cido glutamico para lisina
(E596K).

Ressalta-se que, até 0 momento, tanto a mutagdo E596K e S604F ainda néo
foram descritas no Brasil, pois 0 estudo realizado por Nogueira et al. (2006) nao
relata a existéncia dessas mutacbes em amostras de pacientes submetidos ao
tratamento com antivirais. A ocorréncia dessas mutacdes na presente analise e
ausente em outras, pode ser atribuida ao fato de que poucos estudos relacionados a
resisténcia viral sdo realizados no Brasil, e por esta razdo n&do foram previamente
observadas, o que sugere a realizagdo de estudos mais abrangentes com amostras
de diferentes localidades regionais para confirmar essa possibilidade.

Acredita-se que fatores virais e terapéuticos possam explicar a presenca das
referidas mutacdes nas amostras examinadas: elas podem ter ocorrido em virtude
do uso frequente do ganciclovir para controle de inimeras infec¢des recorrentes e
podem até se tornar um marcador de cepas circulantes em pacientes com
imunodeficiéncia ou elas derivam de um processo de recombinagcdo genética com
outras cepas atraveés de um processo natural quando ha infec¢cdo no individuo por

mais de uma cepa, como relatado por Chou et al. (1999).
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Outro fato evidenciado sobre as mutagcdes E596K e S604F, foi a presenca
delas na amostra da cepa AD169, utilizada como controle na presente pesquisa.
Acredita-se ter sido produto de contaminacdo em alguma etapa durante o
procedimento técnico do sequenciamento, pois na analise de comparagdo com
outras sequéncias da cepa AD169 depositadas no gene Bank, n&o foram
observadas as referidas mutagoes.

Outras muta¢des com mudanca de aminoacidos foram observadas em menor
frequéncia em 8 amostras (9,76%), as quais determinaram 11 genétipos. Foi
constatado em amostra de um paciente transplantado renal, o gendtipo A594V,
relacionado a resisténcia ao ganciclovir. De acordo com varios pesquisadores, esse
gendtipo estd associado a fenotipos de resisténcia, por alterar a atividade da
fosfotransferase, e é considerada uma das muta¢gfes mais comuns da regido IX do
gene UL97 (ERICE et al., 1997; CHOU et al., 1995; CHOU et al., 1999; CHOU et al.,
2002; BOIVIN et al., 2005; NOGUEIRA et al., 2006; DREW, 2010, LURAIN; CHOU,
2010). Esse genotipo também foi detectado no Brasil por Nogueira et al. (2006) em
amostras de pacientes transplantados renais procedentes do estado de Sao Paulo,
0S quais estavam em tratamento com ganciclovir.

E importante ressaltar que o paciente (T-53.880) que apresentou o genoétipo
A594V, apresentava fatores de riscos favoraveis a ocorréncia de mutagbes de
resisténcia, tais como: tratamento com ganciclovir >3 meses e elevada carga viral
(M= 70437,26 copias/ml) necessitando de medicamentos alternativos contra
infecgéo viral por HCMV. De acordo com Lurain; Chou (2010) fatores tais como: a
baixa imunidade do hospedeiro, o0 uso prolongado do antiviral e a continua
replicacdo do HCMV resultante da insuficiéncia na resposta ao medicamento,

contribuem para a resisténcia ao ganciclovir.
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Além da mutacdo A594V, outras mutacdes com mudanca de aminoacidos
também ocorreram na regido IX e sédo representadas pelos gendtipos: V5421, E596K
e S604F. Essa regido é critica, pois corresponde a localizagdo do sitio de ligacdo da

fosfotransferase na cadeia de DNA viral.

As mutacdes com trocas de aminodcidos foram encontradas em diferentes
regibes do gene UL97. As mutacdes que geraram o0s genotipos A377G, A378V
estavam localizadas nas regides Il e IV, os genoétipos A434F, A434H, na regido VI e
0S genotipos G501L, N510S, V542l, M5261 na regido VIIl. A mutagdo N510S
observada em outro paciente transplantado renal (T-48.240), também foi descrita por
Erice (1999), em isolados clinicos resistentes ao ganciclovir, juntamente com uma
delecdo nos cdédons 591-594, significando que o conjunto leva a resisténcia aos
antivirais. As outras mutacbes detectadas no presente estudo, nao foram
observadas nas bibliografias consultadas. Gilbert; Bestman-Smith; Boivin (2002)
detectaram a maior diversidade genotipica com base nas muta¢fes presentes no
gene UL97, mas somente o gendtipo A594V na regido IX, foi coincidente em ambos

os trabalhos.

Acredita-se na possibilidade de que todas as mutacbes com trocas de
aminoacidos detectadas na presente analise possam contribuir para alterar a
atividade da enzima fosfotransferase. Essa possibilidade € baseada na localizagcéao
em que elas ocorreram e na mudanca na cadeia de aminoacidos da enzima, pois
ambos os fatores conjuntamente, podem levar a um produto proteico diferente do
original sem atividade ou com atividade reduzida (WOLF et al., 1995; CHOU et al.,
1999 e BOIVIN et al., 2005). Outro fato que reforca essa possibilidade, sao as
consideracdes feitas por Erice (1999) de que a ocorréncia de mutacbes no gene

UL97 ou em regibes adjacentes podem causar resisténcia ao ganciclovir, mas
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também sdo necessérios estudos relacionados a recombinacdo de cepas e ao

anabolismo desse medicamento para confirmagé&o da resisténcia antiviral.

A presenca das mutagdes com substituicdo de aminoacidos nos cdédons 377,
378, 434, 526, 510, 501 e 542 em 5 amostras de portadores do HIV, uma no c6don
434 de um portador de LES e outra no cdédon 510 em um paciente transplantado,
podem estar associadas a duas possibilidades: uso intermitente de antivirais devido
a recorréncia de infec¢cdes por HCMV nesse grupo de pacientes ou a recombinacéo
de cepas. Essa Ultima hip6tese pode ter acontecido principalmente em duas
amostras de pacientes HIV+ do presente estudo, por te sido detectados mais de um
gendtipo mutante nas amostras H-100 (A377G/A378V) e H-282 (A434F/ M526l).
Segundo Boivin et al. (1996), a presenca de mais de um gendtipo na amostra de um
mesmo paciente esta relacionada a reinfeccdo por cepa exdgena, que
ocasionalmente pode ocorrer a recombinacao de cepas.

Segundo Lymaye (2002); Rodriguez et al. (2007) e Madi; Al-Nakib; Pacsa,
(2011), a emergéncia de gendtipos de resisténcia em individuos com
imunodeficiéncia ocorre devido o uso de antiviral em doses inadequadas por
periodos prolongados, recombinacdo de cepas selvagens com mutantes, elevada
carga viral, uso de imunossupressores e a baixa resposta imune do paciente.

Aléem dos fatores supracitados, acredita-se que o0 carater oportunista (em
decorréncia da laténcia e reativacao viral) do HCMV, também seja um fator que pode
contribuir para o aparecimento de resisténcia aos antivirais em portadores de
imunodeficiéncia cronica, pois a medida que ocorrem maior niumero de infeccbes e
reativacdes, obrigatoriamente torna-se necessario o uso de medicamentos para

controlar a infeccao.



96

bY

Outro fato que chamou atencdo foi a relacdo entre o histérico clinico
laboratorial e dados de mortalidade dos pacientes com a presenca de gendétipos que
poderiam causar resisténcia aos antivirais. A presenca de mutacdes ou genotipos de
resisténcia que alteram aminoécidos, a baixa imunidade e as reativacdes virais
associados a frequente terapia antiviral, podem ser um mau progndstico para a
evolucao clinica do paciente. Acredita-se ainda, que toda troca de aminoacidos no
gene UL97 pode gerar um produto diferente do original por modificar a estrutura
aminoacidica da cadeia peptidica da fosfoproteina, e consequentemente a atividade

da enzima.

8. CONCLUSOES

- Os resultados de prevaléncia de anticorpos para o HCMV e o perfil epidemioldgico
do grupo de pacientes imunodeficientes, foram equivalentes aos observados em
populacbes de paises em desenvolvimento, sendo demonstrado que a prevaléncia
de anticorpos aumenta na medida em que aumenta a faixa etaria e decresce a partir

dos 40 anos.

- A maior frequéncia de infecgcdo por HCMV no grupo estudado foi ocasionado por

reativacao viral apos analise técnica pelo método molecular da gPCR.
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- Devido a baixa sensibilidade (5,71%) do método soroldgico, conclui-se que este
ndo deve ser o método de escolha para o diagnostico de infeccdes por HCMV em

portadores de deficiéncia imunologica.

— Nao foi observada significAncia estatistica entre a presenca de manifestacfes
clinicas e valores da carga viral quando aplicado o teste G de Williams, portanto

essas variaveis ndo estao relacionadas entre si.

- Na andlise de comparacdo das sequéncias foi detectada a mutacdo A594V no
presente estudo o que sugere a circulacdo de cepas mutantes na cidade de Belém

com uma das principais mutacdes que confere resisténcia ao ganciclovir.

- As mutacdes E596K e S604F foram detectadas em todas as amostras do estudo

sendo registradas pela primeira vez no Brasil.

- Duas hipéteses sugerem o aparecimento das mutacfes E596K e S604F: foram
originadas com o uso frequente dos antivirais em pacientes imunodeficientes ou elas

sao produtos da recombinacao génica de cepas.

- Houve importante diversidade genética nas amostras examinadas devido a
deteccdo de mutacbes no gene UL97 com alteracdo de aminoacidos na cadeia da
fosfotransferase pUL97 que podem alterar a atividade da enzima e levar a

resisténcia antiviral.
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Apéndice A-Parecer de aprovacéo do trabalho pelo Comité de Etica do

Instituto Evandro Chagas

MS - SECRETARIA DE VIGILANCIA EN SAUDE
e ————

INSTITUTO

Parecer de Aprovagio n° 006/2010
Protocolo CEP/IEC - N° 033/09
CAAE: 5618.0.000.072-09

Ananindeua/PA. 05 de margo de 2010.

COMITE DE ETICA EM PESQUISA cOM HUMANOS- CEP

“Citomegalovirus: diversidade genética e aplicacdes na
pesquisa de resisténcia a antivirais em pacientes
imunodeficientes.”

Projeto:

Pesquisador Responsavel: ~ DOROTEA DE FATIMA LOBATO DA SILVA

Conforme decisio do Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Evandro
Chagas/SVS/MS, cientificamos que o projeto em epigrafe foi considerado aprovado.

Recomendamos a coordenagdo que mantenha atualizados todos os
documentos pertinentes ao projeto.

Este CEP se incumbira dos procedimentos de acompanhamento preconizados
pela Resolugdo [96/96 e suas complementares, do Conselho Nacional de
Saiide/Ministério da Saude.

Devera ser encaminhado relatorio anual e, ao final, elaborado um relatério
consolidado, incluindo os resultados finais da pesquisa, em um prazo maximo de 60
(sessenta) dias, apos a finalizacdo da pesquisa.

Atenciosamente,

A 1 d 7 -~ p
e/ el (- o
MANOEL DO (/jARMO PI{RI{IR4 S()AR‘L‘S e |
Coordenador do CEP/IEC

AV, ALMIRANTE BARROSO, 492 — BAIRRO, MARCO — CEP: 66090-000 — BELEM-PA - C.N.P.J - 26.989.350/0489-08 FONE. (091) 246-6422 - FAX: (081)
266-4689
RODOVIA BR 316 — KM 07, SN° - BAIRRO - LEVILANDIA — CEP 67 .030-000 - ANANINDEUA-PA - FONE (091) 214-2000

Bitp-{/waw iec pa gor br
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Anexo A-TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

1. IDENTIFICACAO DO PACIENTE

Nome

Responsavel:

PROJETO DE PESQUISA: Diversidade genética do HCMV e aplicacdes na
pesquisa de resisténcia a antivirais em pacientes com imunodeficiéncia

2. PRINCIPAIS PESQUISADORES ENVOLVIDOS NO PROJETO: Dorotéa Lobato
da Silva (Biomédica, coordenadora -IEC); Enfa. Marluce Matos (Enfermeira,
colaboradora-IEC); Dra. Rita Catarina Medeiros (médica Infectologista -
HUJBB); Leda Mani Franca (Farmacéutica-Bioquimica-IEC); Fernanda Sagica
(Biomédica-bioestatistica-IEC)

3. EXPLICACOES DO PESQUISADOR PARA O VOLUNTARIO OuU SEU
RESPONSAVEL SOBRE A PESQUISA E SUA IMPORTANCIA

O citomegalovirus € um herpes que causa no individuo uma doenca
denominada citomegalia. Na pessoa adulta, a doenca se caracteriza por alguns
sintomas como febre persistente, dores no corpo, mal estar, fraqueza, inguas,
aumento do figado e do baco ou o individuo pode ndo apresentar nenhum sintoma.
Esse virus também pode afetar criangas no ventre materno ao atravessar a placenta.
Caso isto ocorra no primeiro trimestre de gestacdo, as consequéncias podem ser
graves para a saude da crian¢a, a qual pode sofrer problemas de retardo mental,
problemas visuais ou doencas cardiacas e/ou hematoldgicas, pode nascer antes do
tempo ou sofrer abortamentos. Apés o nascimento, a crianga pode se transformar
em uma portadora do virus e transmiti-lo a outras pessoas nao protegidas, por um
ano ou mais. Esse virus pode permanecer no organismo por um longo periodo sem
causar a doencga, mas se a pessoa apresentar baixa imunidade, o virus que ficou no
organismo pode ocasionar a doengca novamente, mesmo que ela tenha anticorpos
da primeira infecgao.

O estudo constara das seguintes etapas: aplicacdo de um questionario sobre
os dados do paciente e sobre seu estado de saude, além da coleta de sangue para
analise laboratorial. Participardo do estudo individuos portadores do Virus da
Imunodeficiéncia Humana, portadores de lapus, pacientes transplantados e recém-
nascidos suspeitos de TORCH com respectivas maes. Os menores de idade
participardo com o consentimento de seus responsaveis.

O atendimento e a coleta serdo realizados nos Hospitais Jodo de Barros
Barreto, Hospital Ofir Loyola e Jean Bitar. Os sangues serao colhidos com material
descartavel, o que ndo oferece risco algum de contaminacgéo para o paciente, sendo
3 a 5 ml de sangue total de criancas e de 5 a 10 ml de adolescentes e adultos. Os
materiais serdo encaminhados ao laboratorio de virologia e Biologia Molecular da
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Secao de Meio Ambiente do Instituto Evandro Chagas para processamento e
realizacdo dos exames.

O Instituto Evandro Chagas se compromete em manter sigilo das informagdes
sobre os sujeitos, assim como fornecer aos mesmos os resultados laboratoriais, 0s
quais serdo encaminhados para os Hospitais credenciados no Projeto.

Apoés as explicacdes sobre o estudo, acredito que serei beneficiado com os
resultados das pesquisas realizadas no projeto, porque sei que terei posse dos
resultados das analises laboratoriais e acompanhamento médico nos Hospitais
conveniados com o estudo, respectivamente. Com a minha participagdo no projeto,
sei que estarei contribuindo para o estudo da resisténcia aos medicamentos
utilizados na terapia antiviral; também sei que poderei desistir a qualquer momento
em participar do estudo sem causar prejuizos algum. A pesquisa ndo tem fins
lucrativos, portanto ndo havera nenhuma contribuicdo em dinheiro para os
voluntarios que quiserem participar do estudo.

Ficou claro que todo material biol6gico por mim cedido podera ficar congelado
para uso em outras pesquisas futuras. Meu nome e dados pessoais serdo mantidos
em segredo e os resultados serdo somente utilizados com finalidades de pesquisa.

Declaro ter recebido todas as informacdes necessarias referentes a minha
participacdo no Projeto de pesquisa “Diversidade genética do HCMV e aplica¢cdes
na pesquisa de resisténcia a antivirais em pacientes com imunodeficiéncia”,
estando também ciente de que na ocorréncia de reclamacdes deverei procurar a
equipe do projeto, bem como os integrantes do Comité de Etica em Pesquisa
Humana do Instituto Evandro Chagas (Telefone/fax:091- 3214-2237, no endereco:
BR 316 Km 7 Levilandia — Ananindeua)

Apobs ler esse documento e receber as explicacbes que desejei da equipe do
projeto, e por ndo haver mais duvidas, concordo em participar como voluntario do
estudo, o que fica confirmado pela minha assinatura abaixo.

COMO TENHO DIFICULDADES (SIM-- NAO--) DE ENTENDER O ESCRITO
ACIMA, ATESTO TAMBEM QUE A COORDENADORA DO PROJETO (OU UM
MEMBRO DA SUA EQUIPE), LEU PAUSADAMENTE ESTE DOCUMENTO E
ESCLARECEU AS MINHAS DUVIDAS, E COMO TEM A MINHA CONCORDANCIA
PARA PARTICIPAR DO ESTUDO, COLOQUEI ABAIXO A MINHA ASSINATURA
(ou IMPRESSAO DIGITAL).

(Local) , de de 20

Assinatura do paciente ou responsavel legal (para menores de 18 anos)

Testemunhas:

1.

2.
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Anexo B- FICHA CLINICO-EPIDEMIOLOGICA - LES

PROJETO: Diversidade genética do HCMV e aplicacdes na pesquisa de
resisténcia a antivirais em pacientes com imunodeficiéncia

Registro: Data: / /

Data do Nascimento: / / Idade:

Naturalidade:

Endereco:

Bairro: Cidade:

Ocupacgéo:

Renda individual: ( ) semrenda( )até 1Ism( )la2sm( )2a3s.m.()3a5s.m.
()5a10s.m. () acima de 10s.m.

Escolaridade: () Fundamental () Médio () Superior: incompleto () completo ( )
Estado civil: () solteiro () casado () vitvo () separado () unido consensual

CID: ( )B24 ()Lupus ()CA () Transplantado

Sintomatico: ( ) Sim ( ) Nao
Dados Clinicos

Sinais e ou Sintomas:

Medicamentos em uso:

Antecedentes morbidos pessoais:
Hipertensédo: ( ) sim () ndo. Diabético: ( ) sim ( ) néo.

Hipercolesterolemia () sim () néo
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A nexo C - QUESTIONARIO SUB-PROJETO: PERFIL EPIDEMIOLOGICO,
CLNICOLABORATORIAL DE INFECCAO POR CITOMEGALOVIRUS (HCMV) EM

PESSOAS VIVENDO COM HIV/ AIDS.

IDENTIFICACAO
. Data da entrevista: [
. Local da entrevista: HUJBB ( ) URE DIPE ( ) CASADIA( )

. Prontuério ne;

. Telefone para contato:

. Bairro: Cidade: ‘UF:
. ldade:

. Género: Masculino ( ) Feminino ( )

1
2
3
4
5. Nome:
6
7
8
9

Raca: Branca ( ) Parda( ) Negra( ) Amarela ( ) Indigena( )
10. Naturalidade: Belém-Pa ( ) Interior Estado ( ) Outros estados/Paises ( )
11.Estado Civil: Solteiro ( ) Casado ( ) Viavo ( ) Separado/Divorciado ()
Unido estavel ( )

DADOS SOCIOECONOMICOS E CULTURAIS

1. Escolaridade: Analfabeto ( ) Fundamental Completo ( ) Fundamental

Incompleto () Médio Completo ( ) Médio Incompleto ( ) Superior Completo ( )

Superior Incompleto ()

2. Renda Familiar mensal (em salarios minimos): menosde 1( ) 1a2( ) 3a4

()5a6( ) 7al0( ) 11a20( ) maisque 20( ) N&o sabe ( )

3. Tipo de Habitacdo: Area Urbana ( ) AreaRural ( ) Casa( ) Apartamento ( )
Madeira ( ) Alvenaria( )  Outros ( )

4. Banheiro: Interno () Externo ( )

5. Destino dado aos dejetos: Esgoto ( ) Fossa bioldégica ( ) Rio( ) Buraco na

terra ()

6. Origem da agua para consumo: Mineral ( ) Encanada ( ) Poco ( ) Filtrada ( )

Fervida ( ) Coada( )
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ANTECEDENTES
Data do diagnéstico HIV+: [/

. Data do inicio do tratamento: I N&o realiza tratamento: ( )

. Transfusdo de sangue e/ou hemoderivados: Sim ( ), ano: Nao ()

. Tatuagem: Sim ( ) Nao ( )

1

2

3

4

5. Presenca de Piercing: Sim () Nao ( )

6. Uso passado ou atual de drogas ilicitas ndo injetaveis: Sim ( ) N&o ( )

7. Uso passado ou atual de drogas ilicitas injetaveis: Sim () Nao ( )

8. Numeros de parceiros sexuais nos ultimos seis meses anteriores a entrevista:
nenhum( ) 1( ) 2( ) 3a5( ) mais que cinco ( ) Nao se aplica ( )

9. Uso de preservativos nas relacbes sexuais antes da infeccdo pelo HIV: usa
sempre () Quase sempre () Asvezes( ) Nunca ( ) N&o se aplica ( )

10.Uso de preservativos nas relacbes sexuais depois da infeccdo pelo HIV: usa
sempre () Quase sempre () As vezes () Nunca ( ) N&o se aplica ( )

11.Ja fez exame de fundo de olho: Sim ( ) N&o ( ) Nao sabe ( )

DADOS CLINICOS
1. Sintomas Gerais: Febre ( ) Astenia ( ) Sudorese ( ) Linfadenomegalia ( )

Hepatoesplenomegalia () outros ( )

2. Sintomas Oftalmoldgicos: Conjuntivite ( ), se sim uni ( ) ou bilateral ( ) Baixa
Acuidade Visual ( ), se sim uni () ou bilateral ( ) Cegueira ( ), se sim uni () ou
bilateral ( ) Outros ( )
3. Sintomas Neuroldgicos: Cefaleia ( ) Parestesia ( ) Confusdo Mental ( )

Letargia ( ) Convulséo ( ) Agitacdo Psicomotora ( ) Outros ( )

4. Sintomas Gastrintestinais: Diarreia ( ) Dor abdominal ( ) Odinofagia ( )
Disfagia ()  Ulceras Orofaringeas ( ) Outros

5.Sintomas Respiratorios: Dispneia ( ) Tosse nao produtiva ( ) Outros ( )

6. Doencgas Oportunistas: ()

1) Nenhuma; 2) Sarcoma de Kaposi; 3) Candidiase oral/ vaginal recorrente; 4)
Candidose de esofago; 5) Candidose de traqueia, brénquios ou pulmdes; 6)
Tuberculose  pulmonar; 7) Tuberculose extrapulmonar/disseminada; 8)

Toxoplasmose cerebral; 9) Pneumonia por Pneumocysti carinii; 10) Criptococose
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extrapulmonar; 11) Criptosporidiose intestinal crbénica; 12) Isosporodiose intestinal
cronica; 13) Citomegalovirose/ retinite por HCMV; 14) Dermatite seborreica; 15)
Diarreia por mais de um més sem agente etioldégico definido; 16) Histoplasmose
disseminada; 17) Cancer cervical invasivo; 18) Herpes zoster; 19) Leucoplasia pilosa
oral; 20) Herpes simples mucocutaneo por mais de um més; 21) Leucoencefalopatia
multifocal progressiva; 22) Linfoma Nao Hodgkin de células B; 23) Linfoma maligno
de células grandes ou pequenas; 24) Linfoma maligno imunoblastico; 25) Linfoma
primario de cérebro; 26) Micobactéria disseminada; 27) Reativacdo de Doenca de
Chagas; 28) Sepse recorrente por Salmonela; 29)

Outra:

DADOS LABORATORIAIS

Data
Exames

Hemacias
(milhdes/mm®)

Hb (g/dI)

Leucécitos (/mm°)

Linfocitos (/mm?®)

Neutréfilos (/mm?°)

Plaquetas (/mm°)

TGOJ/AST (Ul/ml)

TGP/ALT (Ul/ml)

CV (copias/mm?)

Linfécitos CD4/mm?

SEGUIMENTO: Obito: Ndo ( ) Sim( ) data:--/--/---- Causa do 6bito:



Anexo D- FICHA - TRANSPLANTADOS

Registro: Data: / /

1. Dados pessoais:

Nome:

Responsavel:
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Data do Nascimento: / / Idade: Sexo:M( ) F( )

Endereco:

Bairro: CEP: Fone:

Cidade Estado:

Ocupacgéo:

2. Habitos pessoais:

Foi fumante? ( ) SIM. Hé& quanto tempo? ( )NAO
Consumiu bebida alcodlica? ( ) SIM. Ha quanto tempo? ( )NAO
Fez uso de drogas injetaveis? () SIM. H& quanto tempo? ( )NAO
Possui tatuagem? () SIM ( )NAO

3. Informagdes complementares:

Realizou transfusdo de sangue? () SIM; Quando? ( )NAO

Realizou hemodidlise? ( ) SIM; Quando? ( )NAO

Esta fazendo uso de medicamentos? ( )SIM ( )NAO

Qual (is)?
Existe parentesco com o doador? ( )SIM, qual é o grau? ( )NAO
Doencas pregressas: ( )Hepatite. Qual? ( )D.Chagas ( )

Citomegalia ( ) Outras doencas. Especificar

realizou alguma vacina: () Sim Qual (is) Nao ( )
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4. Orgao a receber:

Data da realizacéo do transplante: / /

5. Fonte do transplante

() Orgéo de doador vivo
() Orgéo de cadaver

5. Perfil sorolégico anti-HCMV:

SOROLOGIA
I9G IgM

Pré-transplante

Pés-transplante

6. Resultado do PCR: Positivo ( ) Negativo ( ) N&o coletou ( )

7. HDA
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Anexo E- FICHA CLINICOEPIDEMIOLOGICA — PROJETO HCMV EM

PACIENTES COM CANCER DO HOSPITAL OPHIR LOYOLA

Data da entrevista: / / Registro:

IDENTIFICACAO

9.

N o g M wDdh e

Nome:

Data de nascimento: / / Idade: Sexo: F M

Naturalidade: Belém-Pa ( ) Interior do Estado ( ) Outros estados/Paises ( )
Endereco:
Telefone: CEP:

Bairro: Cidade: UF:

Profissao: Aposentado  ( )

Beneficio ( )

Estado Civil:

Solteiro ( ) Casado ( ) Viavo ( ) Separado ( ) Unido estavel ( )

Tem ajuda de custo para o tratamento?( ) sim. Origem: ( )néo

DADOS SOCIOECONOMICOS E CULTURAIS

1.

Escolaridade: Analfabeto ( ) Fundamental Incompleto ( ) Fundamental

Completo ()

Médio Incompleto ( ) Médio Completo ( ) Sup. Incompleto ( ) Sup. Completo ( )

2.

Renda Familiar Mensal (salarios minimos):Menosde 1 ( )1a2( )3a4 ()
5a6()7al0() >10( ) Naosabe ()

3. Local de Habitac&o: Area urbana () Area rural ()

4. Tipo de habitacdo: Casa ( ) Apartamento ( ) Madeira ( ) Alvenaria ( )

Outros ( )

Banheiro: Interno ( ) Externo ()

6. Destino dos dejetos: Esgoto ( ) Fossa Biolégica ( ) Rio ()

Outros:

Origem da agua para consumo: Mineral ( ) Encanada ( ) Poco ( ) Filtrada ()
Fervida ( ) Coada ( )
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ANTECEDENTES PESSOAIS:

1. CA Data do diagndstico: /
(més/ano)

2. Ha quanto tempo esta realizando quimioterapia?

3. Quantas aplicagbes por més?

4. Qual é esta secao?

5. Radioterapia: Sim ( ) Nao ( ) Quando foi a ultima
| (més/ano)

6. Intervencédo cirurgica para retirada do tumor: Sim ( ) Quando: /
N&o()

7. Transfusao de sangue e/ou hemoderivados: Sim ( ) Nao ( ) N&o sabe ()

8. Quando:_ /  (més/ano)

9. Outras doencas: Hipertensdo ( ) Doencas Autoimunes ( ) Doencas
infecciosas persistentes ( ) quais? Outras ( ):

10.Outro  Familiar com CA: Nao ( ) Sim () grau de
parentesco:

11.Antecedentes familiares: Hipertensdo ( ) Doenca Autoimune ( ) Doenca
Infecciosa Persistente () Outros ( ): grau de parentesco:

12. Medicamentos em uso:

DADOS CLINICOS:

1. Sintomas Gerais: Febre ( ) Astenia ( ) Dor ( ) Perda de Peso ( ) Sudorese
( ) Linfadenomegalia () Outros ( ):
Antes () ou depois ( ) daquimioterapia ( ) ou do diagnostico ( )

2. Sintomas Oftalmoldgicos: Conjuntivite () Uni () Bilateral ( ) Perda da
Acuidade Visual () Uni ( ) Bilateralmente Cegueira ( ) Uni ( ) Bilateralmente
( ) Outros: usa 6culos () sim ( ) ndo. desde de
quando [/
Antes () ou depois ( ) daquimioterapia ( ) ou do diagnéstico ( )

3. Sintomas neurolégicos: Cefaleia ( ) Parestesia ( ) Confusdo mental ( )
Letargia ( ) Convulsao ( ) Agitacao psicomotora ( ) Outros ( ):
Antes () ou depois ( ) daquimioterapia ( ) ou do diagnéstico ( )

4. Sintomas Gastrintestinais: Diarreia ( ) Dor Abdominal ( ) Odinofagia ( )

Disfagia ( ) Ulceras Orofaringeas ( ) Outros ( ):
Antes () ou depois ( ) daquimioterapia ( ) ou do diagnéstico ( )

5. Sintomas Respiratérios: Dispneia () Tosse nao produtiva () Outros():
Antes () ou depois ( ) daquimioterapia ( ) ou do diagnéstico ( )
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6. Doencas oportunistas: () sim ( ) nao. Qual
Antes () ou depois ( ) daquimioterapia( ) oudo diagnéstico ( )

DADOS LABORATORIAIS DOS ULTIMOS EXAMES.

Data do exame: / /

(valores absolutos) (valores relativos)

Hemacias
(milhdes/mm®)
Hb (g/dL)

Ht (g/dL)

Leucécitos (mm®)

Linfécitos (mm®)

Neutréfilos (mm?)

Plaquetas (mm®)

células atipicas:
TGO/AST(Ul/mL)
TGP/ALT(Ul/mL)

Obito: Ndo () Sim ( ) Data: / /

Causa do Obito:




