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RESUMO

GOMES, P. S. Aspectos clinicos e epidemiolégicos da infec¢do cau sada pelo
herpesvirus humano 8 apds o transplante renal. S&o Paulo, 2009. 157p. Tese

(Doutorado) - Universidade Federal de Sao Paulo - Escola Paulista de Medicina.

O sarcoma de Kaposi (KS) é um tumor vascular que pode se desenvolver em
receptores de transplante de 6rgaos solidos sendo resultado de uma infeccéo primaria
ou reativagcdo de um gamaherpesvirus, o herpesvirus associado ao sarcoma de
Kaposi, também conhecido como Herpesvirus humano 8 (HHV-8).

Os objetivos deste estudo sdo avaliar os aspectos clinicos e epidemiolégicos
da infeccdo pelo HHV-8 em receptores de transplante renal, investigar os possiveis
fatores de risco associados a infeccao primaria pelo HHV-8 nesta populacédo estudada
e comparar trés meétodos soroldgicos (imunofluorescéncia indireta para detectar
anticorpos contra antigenos nuclear latente [LANA], imunofluorescéncia indireta para
detectar anticorpos contra antigenos da fase litica [LITICO], técnica imunoenzimatica
para detectar anticorpos contra antigeno recombinante do capsideo viral-ORF 65
[ELISA-LITICO]) e um método molecular para a detecgdo do HHV-8. O estudo foi
realizado no Hospital do Rim e Hipertenséo da Universidade Federal de S&o Paulo —
Escola Paulista de Medicina. Este hospital realiza uma média de um transplante renal
por dia, sendo atualmente o maior centro mundial em ndmero de transplantes
realizados. Em 70% dos casos, o transplante ocorre com doador vivo relacionado.

Todos os receptores soropositivos para HHV-8 previamente ao transplante e
também, os receptores soronegativos, mas que possuiam doadores soropositivos para
HHV-8, foram seguidos mensalmente. Os receptores soronegativos com doadores
soronegativos foram avaliados no terceiro e sexto més apdés o transplante para avaliar
a ocorréncia ou ndo da infeccdo primaria causada pelo HHV-8, e seus aspectos
clinico-epidemiolégicos.

A taxa de infeccdo primaria encontrada no Hospital do Rim e Hipertensdo —
Universidade Federal de S&o Paulo — Escola Paulista de Medicina foi de 6,58%.
Apenas um dos receptores que soroconverteu apresentava doador soropositivo no
pré-transplante. A maioria dos pacientes soroconverteu dentro dos trés primeiros
meses apos o transplante. A infec¢do primaria causada pelo HHV-8 se mostrou com
um quadro benigno e oligossintomético. Apenas um paciente deste estudo, durante o
momento da soroconversdo, apresentou rash cutdneo maculopapular difuso durando

em torno de uma semana, com regressdo espontanea, sem nenhum outro sinal e
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sintoma associado. Nenhum paciente do estudo desenvolveu SK no periodo de dois
anos de seguimento.

Pela andlise univariada, nenhum dos fatores de risco analisados foi associado
com soropositividade entre receptores de transplante (modalidade de didlises, uso de
drogas ilicitas, doencgas sexualmente transmissiveis, hepatites B e C, transfusdes
sanglineas prévias). Somente a faixa etaria dos receptores de transplante renal
associada a prevaléncia do HHV-8 antes do transplante renal, foi encontrada uma
positividade (p=0,023), pois o0 virus € mais frequente em uma faixa etdria mais
avancada, sendo a média de idade destes pacientes de 44,41 anos. Esta significancia
estatistica ndo se manteve quando analisados 0s 44 receptores soropositivos (pré e
pés o transplante).

A soropositividade para HHV-8 néo foi associada a aumento na freqiéncia de
infeccdes, rejeicdo aguda, perda do enxerto e 6bito apds o transplante renal quando
comparada com pacientes soronegativos. Houve uma tendéncia marginal ao aumento
na frequéncia de neoplasias apoés transplante entre os soropositivos (p=0,072).

O método soroldgico que apresentou melhor desempenho para o diagndstico
de infeccdo pelo HHV-8 foi o IFA-LITICO, identificando 83,34% das amostras
soropositivas ao HHV-8 e nos pacientes que soroconverteram foi encontrada em 100%
das amostras. A PCR ndo se mostrou um bom método diagnostico nesta infecgéo,

pois s6 foi positiva em 0,7% das amostras estudadas.
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SUMMARY

GOMES, P. S. Clinical and epidemiological aspects of the infecti on caused by
human herpesvirus 8 after renal transplantation”. Sdo Paulo, 2009. 157p.
Dissertation (Doctorate) - Universidade Federal de Séo Paulo - Escola Paulista de

Medicina.

The Kaposi sarcoma (KS) is a vascular tumor that can develop in recipients of
solid tissue transplants as a result of either primary infection or reactivation of a
gammabherpesvirus, the Kaposi sarcoma associated herpesvirus, also known as human
herpesvirus-8 (HHV-8).

The objectives of this study are to evaluate the serum conversion of infection by
HHV-8 in renal transplant recipients, to investigate the potential risk factors associated
to the primary infection by HHV-8 in the studied population e to compare three
serological methods (indirect immunofluorescence for the detection of antibodies
against latency-associated nuclear antigen [LANA], indirect immunofluorescence for
the detection of antibodies against lytic phase antigen [LITICO], immunoenzymatic
technique for the detection of antibodies against recombinant viral capsid antigen-ORF
65 [ELISA-LITICO]) and PCR for the detection of HHV-8. The study was conducted at
Hospital do Rim e Hipertensdo of Universidade Federal de S&o Paulo — Escola
Paulista de Medicina. Such hospital performs on average one renal transplant a day,
being now the world’s largest site in number of transplants performed. In 70% of the
cases the transplant is performed with a living related donor.

The serum conversion rate found at Hospital do Rim e Hipertensdo —
Universidade Federal de Sdo Paulo — Escola Paulista de Medicina was 6.58%. Only
one of the recipients presenting serum conversion had a serum positive donor on pre-
transplantation. Most patients presented serum conversion within the first three months
after transplantation. Compared to the rate found by other countries, such as 12% in
Switzerland, 8.6 to 9.39% in Italy and 2.09% in France, also performed in renal
transplant recipients, it was considered intermediary.

The primary infection caused by HHV-8 was shown with a benign and
oligosymptomatic status. The patient of this study during serum conversion, presented
only diffuse maculopapular rash lasting around one week, with spontaneous
regression, without any other associated sign and symptom, and no patient developed

SK during the two-year follow up period.
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According to the single variable analysis, none of the risk factors analyzed was
associated to seropositivity among transplant recipients (type of dialyses, use of illegal
drugs, sexually transmitted diseases, hepatitis B and C, previous blood transfusions).
Positivity (p=0,023) was found exclusively at the age range of the renal transplant
recipients associated to the prevalence of HHV-8 before the renal transplant, because
the virus is more frequent in an advanced age range, being the average age equal to
44.41 years. Such statistical significance was not maintained when the 44 seropositive
recipients were analyzed (pre- and post-transplant). Upon wuse of the
immunosuppressive agent Daclizumab there was a statistical significance (p=0.026), in
the analysis of seropositive patients (pre- and post-transplant) for HHV-8 as compared
to the seronegative ones.

Regarding the evaluation of acute rejection, graft loss and death among
patients infected and not infected by HHV-8 after renal transplantation, there was no
statistical significance. Upon the analysis of post-transplant neoplasm of patients
seropositive for HHV-8 the trend towards significance was shown (p=0.072).

The association of the infection caused by HHV-8 in pre- and post-transplant
related to other bacterial, viral, fungal and endemic infections, there was no statistical
significance.

The only serological method presenting the best performance for the diagnosis
of infection by HHV-8 was IFA-LITICO, identifying 83.34% of the HHV-8 seropositive
samples. Considering two diagnostic tests, the combination of IFA-LITICO and ELISA-
LITICO was the one presenting the best performance, identifying 100% of the
seropositive samples. The PCR was not a good diagnostic method for this infection,

because it was positive in only 0.7% of the studied samples.
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1. INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

1.1. Histodrico

O Sarcoma de Kaposi (SK), inicialmente descrito por Moritz Kaposi em 1872®, é
uma neoplasia de linhagem mesenquimal, caracterizada pelas células endoteliais
fusiformes ("spindle cells") e classificada do ponto de vista epidemiolégico em quatro
formas: epidémica, associada a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS);
endémica, ocorrendo na Africa do Sul; classica, acometendo homens idosos provenientes
do Mediterraneo; e a forma iatrogénica, relacionada ao uso de terapia
imunossupressora®®.

O Herpesvirus humano tipo 8 € um herpesvirus que foi, recentemente, descrito e
sua associacdo causal com o SK vem sendo extensamente estudada. Chang et al.?)
foram os primeiros a sugerir uma associacdo entre Sarcoma de Kaposi e AIDS,
baseando-se em dados epidemioldgicos. Estes autores identificaram pela primeira vez,
em 1994, uma seqiiéncia de DNA viral em amostra de tecido de SK, utilizando técnicas
moleculares como a rea¢do em cadeia por polimerase (PCR), a hibridizagcdo molecular e o
RDA (‘representational difference analysis")®. Desde esta descoberta inicial, 0 HHV-8
tem sido encontrado em todas as formas de SK. O novo virus foi chamado de
"Herpesvirus associado ao Sarcoma de Kaposi" (KSHV) ou "Herpesvirus Humano Tipo 8"
(HHV-8).

Renne et al.” identificaram pela primeira vez, por microscopia eletrnica, o HHV-8
como particula viral integra (virion), utilizando células da efusdo peritoneal de pacientes
portadores de linfomas de células B de cavidade e AIDS, latentemente infectadas pelo

HHV-8, como mostrados nas figuras 1A e 1B.




As Figuras 1A e 1B mostram particulas virais imaturas e maduras livres no n(cleo

e em vesiculas no citoplasma das células infectadas®.

Figura 1A Figura 1B

1.2. Classificagao e Biologia

a. Caracteristicas Bioldgicas do HHV-8

O HHV-8 é um membro da familia Herpesviridae, pertencente a subfamilia
Gammaherpesviridae, do género Rhadinovirus, o primeiro que infecta seres humanos®®.
Possui como caracteristica principal a transformacéo celular e a capacidade de causar
lesdes tumorais em seus hospedeiros®. A figura 2 mostra a arvore filogenética dos

herpesvirus conhecidos.
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Figura 2. Arvore filogenética dos herpesvirus conhecidos. O HHV-8 aparece com a
designacdo KSHV (herpesvirus associado ao sarcoma de Kaposi)
Adaptado de Moore et al.®.

O HHV-8 apresenta um nucleocapsideo hexagonal com estruturas de 100-150 nm
de didmetro, contendo em seu interior uma molécula de acido nucleico constituido de
DNA de fita dupla, que esta arranjada de forma linear. O nucleocapsideo € composto por
quatro proteinas estruturais; trés delas (ORFs 25, 26 e 62) tém sequiéncias homoélogas as
proteinas do capsideo do alfa e beta herpesvirus, enquanto a ORF 65 falta similaridade.”
Envolvendo o nucleocapsideo, encontra-se um material amorfo rico em proteinas
denominado tegumento. Na parte externa viral, o envelope lipidico contém as
glicoproteinas de superficie®®90.

O HHV-8 infecta as células endoteliais e as células em fuso (“spindle cells”)™?.
Essas células carregam o DNA viral na forma de um grande epissoma fechado, sendo
caracteristica dos herpesvirus latentes*?- O HHV-8 também infecta as células B CD19+,
nas quais o DNA do HHV-8 esta presente na forma linear, consistente com o virus
replicante®®'¥. Seqiiéncias do genoma do HHV-8 com forma e tamanho caracteristicos

de herpesvirus latentes (grandes, fechados e com epissomas circulantes) e formas




lineares de genomas virais, caracteristicos de formas replicativas, foram reconhecidas em
células mononucleares do sangue periférico (PBMC), refletindo a presenca de células

infectadas latentemente e liticamente pelo virus em PBMC®?.




As Figuras 3A 9 e 3B abaixo mostram os genes que compdem o genoma do
HHV-8 nas suas formas linear (litica) e circular ou epissomal (latente), segundo Foreman
(3A) e Sharp & Boshoff (3B).
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b. Estrutura Gendmica do HHV-8

No capsideo viral, o DNA do HHV-8 consiste em uma molécula linear e de cadeia
dupla. Alguns relatos do tamanho do genoma do HHV-8 tém sido divergentes. Renne et
al."”) relataram cerca de 170 Kb (quilo pares de bases) que codificam aproximadamente
100 proteinas distintas, mas Moore et al.®) sugeriram um tamanho de 270 Kb. O genoma
do HHV-8 consiste de uma regido Unica de cadeia longa com 140 pares de bases que

codificam aproximadamente 85 ORFs, incluindo genes homélogos as células™®.




A Figura 4 mostra uma representacdo simplificada do genoma HHV-8 em sua

forma linear segundo Levy™.
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Figura 4

O DNA do HHV-8 se apresenta na forma circular, epissomal durante a infeccéo
latente. Entre os genes virais expressos durante a laténcia, o LANA estd presente no
ndcleo de quase todas as células infectadas e pode ser considerado como um marcador
da infeccdo pelo HHV-8. Na fase litica, 0 genoma passa para a forma linear quando ha
total atividade viral e expressdo de todas as proteinas virais®, e entre os genes virais
expressos, a ORF K8.1 codifica duas glicoproteinas altamente imunogénicas (gp K8.1 Ae

K8.1B) e as ORFs 26 e 65 codificam as proteinas do capsideo viral*®%?.

c. HHV-8 e Genes Homdlogos as Células do Hospedeiro

O HHV-8 possui genes que sdo especificos dele sendo que estes séo precedidos
pela letra K, como descrito por Russo et al.?? onde identificaram 15 ORFs Gnicas do
HHV-8, designadas com o prefixo K de 1 a 15 (Orf K1, K2, etc) e Neipel et al.??
identificaram 4 ORFs adicionais Unicas ao HHV-8, designadas com valores decimais
juntas ao prefixo K (K4.1, K4.2, K8.1, K10.1).

O HHV-8 também possui varios genes que codificam as oncoproteinas que séo
proteinas homoélogas a dos seres humanos interferindo no sistema imune e na regulacao
do ciclo celular, como: a ciclina D-viral homéloga (v-cyc), fator regulador de interferon
(VIRF), homélogo da interleucina 6 (vIL-6), proteinas homélogas as quimiocinas inibidoras
de macrofagos (vMIP-I, vMIP-1I e vMIP-II1), o receptor acoplado da proteina G (VGPCR),




os inibidores de FLICE (vFLIP), o homélogo de Bcl-2 (v Bcl-2) e 0 gene que suprime o
complexo de histocompatibilidade de classe | (MHC)®#%2%.

No quadro 1 estéo relacionados alguns genes do HHV-8 que sédo semelhantes aos
genes presentes em outros virus e também no DNA humano, assim como as

propriedades funcionais das proteinas sintetizadas a partir deles.




Quadro 1- Genes do HHV-8 especificos e outros semelhantes a outros virus e ao DNA

humano, respectivas proteinas codificadas e associa¢gbes ao desenvolvimento do SK.

Genes do HHV-8

Proteinas Codificadas do HHV-8

Propr iedades funcionais

ORF 8

ORF 9
ORF 16
ORF 25
ORF 26
ORF 59
ORF 65
ORF 71
ORF 72
ORF 73

ORF 74

ORF K1

ORF K2
ORF K4
ORF K4.1
ORF K5

ORF K6
ORF K7
ORF K8(K8.1/K8.1B)
ORF K9
ORF K12
ORF K13
ORF K14
ORF K15

Glicoproteina gB

DNA polimerase

v-Bcl-2

Proteina do capsideo principal
v-p23, proteina do capsideo
Proteina de replicacdo do DNA
Proteina do capsideo

v-FLIP

v-ciclina
Proteina da fase latente nuclear

(LANA)

v-GPCR

Proteina de transmembrana

vIL-6
v-MIP-I|
v-MIP-IlI
Semelhante a BHV4-IE1

v-MIP-|
Proteina de transmembrana
Glicoproteinas de classe /11
v-IRF-1
Proteina kaposina
v-FLIP
v-ICAM

Proteina de membrana

Facilitacdo da entrada do virus
na célula
Polimerisagdo do DNA

Inibicdo da apoptose

Replicacdo

Inibicdo da apoptose
Proliferagéo celular

Laténcia viral

Proliferagéo celular e
angiogénese
Proliferagéo celular e
sinalizagao
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d. Subtipos do HHV-8

Zong et al. em 1997 @ propuseram o primeiro sistema de classificagdo de HHV-8
com identificacdo de trés subtipos virais principais (A, B e C) através das andlises de
sequenciamento do HHV-8 das ORFS 26 e 75. Os subtipos A e C foram encontrados nas
amostras americanas e nos pacientes com SK classico, enquanto o subtipo B foi
detectado principalmente nas amostras populacionais africanas.

Di Alberti et al.?®, analisaram os segmentos de DNA da ORF 26, onde foram
identificados quatro subtipos virais (A, B, C e D). Os subtipos A e D foram detectados em
americanos e africanos e os subtipos B e C em amostras do Reino Unido e da Italia.

Baseado na variacdo da ORF K1 foram encontrados 6 subtipos do HHV-8 (A, B, C,
D, E e N). Subtipos A e C predominam na Europa, subtipo B na Africa e a distribuicdo dos
outros sorotipos estdo espalhados na Oceania e América do Sul?7 28 29.30.31)

No Brasil, Bigar et al.®?, através da andlise do seqiienciamento da regido ORF K1
encontrou o subtipo E nos amerindios brasileiros onde a infeccao por HHV-8 é endémica.
Caterine et al.®**) utilizando-se da ORF 26 detectaram os subtipos B e C na cidade de
S&o Paulo. Moreira® encontrou os subtipos A, B, C e um caso do subtipo E em pacientes
com SK/ AIDS de S&o Paulo. Nascimento et al.®*®, também encontraram os subtipos A, B,
e C em pacientes com SK/ AIDS de S&o Paulo. Cunha®”, detectou os subtipos A, B, e C
em pacientes com SK/ AIDS de Salvador e dos subtipos A e E em populacéo indigena da
Amazonia brasileira.

Recentemente Beyari et al.®®, demonstraram através da variacdo da ORF K1 que
o mesmo individuo pode ser multiplamente infectado pelo HHV-8, mas nédo se sabe se o
individuo carrega dois ou mais virus, ou virus com cepas diferentes, ou se é reativacao de
virus latente ou superinfeccao.

1.3. Patogénese

a. Infeccao Latente pelo HHV-8

Existem quatro genes do HHV-8 que s&o considerados “genes latentes” que séo:
LANA, K12/kaposin, a ciclina D-viral homdloga (v-cyc) e a proteina inibidora da FLICE
viral (VFLIP)®123%49) - Através da imunohistoquimica, o LANA tem sido encontrado nas
células em fuso (“spindle cells”) e também nas células endoteliais atipicas das lesdes

precoces de SK. Os genomas do HHV-8 nas lesbes de SK estdo presentes na forma
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epissomal, a expressado destes quatro genes virais latentes indica a persisténcia do HHV-
8 nas células neoplasicas na forma latente. Somente um destes genes virais latentes, o
K12/kaposin, tem o potencial de codificar a proteina com transformacgéo de propriedades
In vitro. A funcdo da vFLIP é a inibicdo da apoptose e a funcdo da ciclina D-viral
homoéloga (v-cyc) é a proliferacdo celular através da interacdo com a ciclina celular
quinase (CDK)“42434445 "o | ANA é uma proteina da fase latente nuclear e pode estar
implicado no papel da replicacdo extracromossomal dos epissomas virais e sua
propagacéo para as células filhas durante a mitose®®.

b. Infeccéo Litica pelo HHV-8 (Replicacao)

Apesar da maioria das “spindle cells” do SK conterem o HHV-8 na forma latente,
uma minoria pode sofrer replicacdo viral litica, como as células mononucleares que
aparecem nas lesdes do SK. A propor¢éo de células liticamente infectadas em lesGes de
SK é geralmente menor que 5-10%®%4+47,

Existem trés genes que aparecem precocemente e que podem estar ligados a
patogénese, sdo eles“®*): ORF K1, que é uma proteina de transmembrana, a qual pode
ativar o imunoreceptor da tirosina quinase causando proliferacdo celular e sinalizagcdo. A
ORF 74 (v-GPCR= receptor acoplado a proteina G viral) é responsavel pela proliferacao
celular e também, pela angiogénese através da inducdo da secrecdo do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) e por udltimo, a ORF K9 (v-IRF-1= fator viral
regulador do interferon) que faz a inibi¢cdo do interferon.

As poucas células liticamente infectadas nas lesdes de SK expressam as citocinas
virais homdlogas que sao: a v-Bcl-2 (proteina viral semelhante a do linfoma de célula B)
responsavel pela inibicdo da apoptose e a viL-6 (interleucina 6 viral) pelo crescimento

celular e também, a inibicéo da apoptose®®**Y.

c. Locais de persisténcia do HHV-8 em humanos

Através de métodos moleculares, varios estudos®253545556:57.58.59) tam jnvestigado
a presenca do DNA do HHV-8 em diferentes tecidos e fluidos orgénicos de populacdes
com riscos diversos para o SK. Em pacientes portadores de SK, diferencas significantes
foram encontradas entre os varios sitios de investigacao. A prevaléncia do HHV-8 foi mais
elevada nas lesbes caracteristicas de SK do que, nas amostras de células mononucleares
do sangue periférico e foi semelhante a prevaléncia encontrada na saliva. Estes trés sitios

foram melhores para detectar a presenca do HHV-8 do que no plasma (tabela 1).
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Nos pacientes HIV positivos, a saliva e as células mononucleares do sangue
periférico foram equivalentes (P=0,539), mas foram significantemente melhor do que as
amostras positivas encontradas no plasma (P=0,016 e P=0,031, respectivamente)
(Tabela 1).

Analises de pacientes HIV negativos mostraram que a saliva continha mais
sequéncias virais do que as amostras das células mononucleares do sangue periférico ou
do plasma (P=0,001 e P=0,0006, respectivamente) (Tabela 1). Varios estudos®*°*6%6)
tém observado que a presenca do DNA do HHV-8 possa ser intermitente. Talvez isto
tenha contribuido para a falta de sensibilidade do PCR em detectar a infeccao pelo HHV-
8.

A tabela abaixo mostra uma compilacdo de varios trabalhos®%3%545556:57:58:59.60.61)
que investigaram a presenca do HHV-8 através de métodos moleculares nos diferentes
tecidos e fluidos corporais. O SK, HIV positivo e HIV negativo representam trés
populagcbes de alto, médio e baixo risco para infec¢cdo causada pelo HHV-8,

respectivamente. Adaptado de Edelman e col.?%

Tabela 1. Presenca do HHV-8 em tecidos e fluidos corporais nas populacdes de

alto, médio e baixo risco para infeccdo causada pelo HHV-8. Adaptado de Edelman e
(24)

col.
Lesao de Pele PBMC Plasma ou Sémen Saliva Fezes
SK Normal Soro
SK+  63/70(90%) 17/57(30%) 94/188(50%) 33/151(22%) 7/60(12%)  26/71(37%) 0/29
HIV+ 0/10 22/268(8,2%) 5/164(3,0%) 4/57(7%) 9/87(10%)
HIV- 0/1 3/381(0,8%) 0/218 3/168(1,8%) 7/108(6,5%)

1.4. Epidemiologia e modo de transmisséo

a. Transmisséo

a.l. Transmissao Vertical

A reativacdo da infec¢do pelo HHV-8 pode acontecer durante a gestacdo, mas ha
poucos estudos até o momento. O HHV-8 é freqlentemente encontrado nas secrecdes
cervicovaginais de pacientes portadoras de HIV e co-infectadas pelo HHV-8 e também,

em mulheres HIV soronegativas que se encontram em dareas de alta endemicidade,
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sugerindo que a carga viral do HHV-8 no trato genital feminino possa influenciar na
transmiss&o vertical®?.

Recentemente®, o DNA do HHV-8 foi encontrado em células mononuleares do
sangue periférico de 5 das 15 gravidas que eram portadoras de HIV e HHV-8. A
reativacdo viral nas células mononuleares do sangue periférico foi acompanhada pela
deteccdo do HHV-8 nas secrecdes cervicovaginal. A infec¢do pelo HHV-8 ndo afetou o
crescimento intra-uterino e o tempo do parto, mas houve identificagcdo da mesma ORF K1
em mae e filho confirmando a transmiss&o do virus materno.

No Brasil, Caterino-de-Aradujo e col.®” realizaram o primeiro estudo de transmiss&o
vertical de anticorpos dirigidos ao HHV-8, em crian¢as nascidas de maes infectadas pelo
HIV de Sdo Paulo. Mostraram que o HHV-8 estava presente em mulheres cuja categoria
de risco para adquirir o HIV foi uso de drogas endovenosas, e que estas nhao
desenvolveram SK provavelmente devido a prote¢éo conferida pelos horménios femininos

produzidos durante o periodo de gestac&o®*®®.

a.2. Transmisséo através da saliva

A aquisicao da infec¢éo pelo HHV-8 é comum em criancas de baixa renda e que
vivem em ambientes lotados, em funcéo de precérias condicdes de higiene e satde®®. Os
resultados de um recente estudo realizado na Uganda®”, no qual a seqiiéncia da ORF K1
do HHV-8 foi encontrada em mae e filho onde compartihavam a mesma cepa viral é
consistente com transmissdo materna, mas também foi avaliado outro modo de
transmissdo. Neste pais, as criancas freqlientemente eliminam o HHV-8 na saliva,
portanto, elas podem ser uma importante fonte de infeccdo, particularmente para os
irm&os mais jovens, para outras criancas, cuidadores, e também para os parentes adultos
que possuem contato direto com estas criancas®. Também na Africa, estudos mostram
um aumento de soropositividade para o HHV-8 em criancas até a adolescéncia devido as
maes pré-mastigarem a comida para seus filhos decorrente da falta de leite®®7° 772,

Recentemente Pauk et al.®®, detectaram o DNA do HHV-8 em 34% das amostras
da orofaringe, 0,3% de “swabs” uretrais, 1% de “swabs anais e em 5% de amostras de
sémen de pacientes infectados pelo HHV-8. A concentracdo de HHV-8 na saliva foi 2 a 3
vezes maior do que nos demais fluidos.

As praticas sexuais em HSH podem estar implicados no aumento do risco de
infeccdo nesta populacdo como o sexo oral prolongado ou contato sexual oro - anal, com

lubrificacdo para o ato sexual pela saliva™.
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a.3. Transmissao sexual

A transmisséo sexual é a forma mais comum de transmissédo do HHV-8 em adultos
imunocompetentes e também, nos paises de baixa soroprevaléncia, apesar da carga viral
encontrada na vagina, sémem e secre¢fes prostaticas serem muito menor do que a carga
viral encontrada na saliva®.

A transmissdo através do contato sexual representa um importante papel na
disseminacédo do HHV-8 entre os HSH. Estudos epidemioldgicos tém identificado fatores
de risco associados ao aumento da soroprevaléncia e da incidéncia do HHV-8, como:
promiscuidade, soropositividade para HIV, outras DSTs, sexo anal, sexo oral prolongado

(“deep kissing”), parceiro sexual com SK7477677),

a.4. Transmisséao através da transfuséo sanglinea

Evidéncias de transmissibilidade do HHV-8 através da transfusdo sangliinea tém
sido controverso nos Ultimos anos.

O primeiro relato foi de Blackbourne em 1997®. Trabalhos subseqiientes nao
foram capazes de mostrar qualquer evidéncia de transmissdao do HHV-8, pois a

soroprevaléncia do HHV-8 em pacientes com AIDS hemofilicos e que fazem uso de

a(78,79) ) l. (80)

drogas endovenosas foi bastante baix Marcelin et a registraram baixa
prevaléncia de anticorpos contra HHV-8 (1,4%) entre 74 criancas infectadas pelo HIV por
via parenteral, com alta soropositividade para as Hepatites B e C, corroborando a

8748081 " Cannon et al.®?,

hiptese de baixa transmissdo por via sangliinea do HHV-
relataram um aumento da soropositividade para o HHV-8 associada ao uso de droga em
mulheres, além de observarem uma associagdo entre a infec¢do pelo virus da hepatite C
e a infeccdo pelo HHV-8, sugerindo que o HHV-8 pode ser transmitido pelo
compartilhamento de seringas®.

Dois estudos recentes realizados em populacdes de baixa e alta prevaléncia para
HHV-8 proporcionaram evidéncias de transmisséo por esta via. Dollard et al. nos Estados
Unidos®”, avaliaram a soroconversdo em pacientes que receberam transfusdes e eram
previamente soronegativos para HHV-8, sendo encontrado soropositividade em dois
pacientes, evidenciando desta maneira, a transmissdo do HHV-8 pela transfusdo
sangliinea. ApOs este trabalho, foi solicitado as autoridades a inclusdo do diagndéstico
sorolégico do HHV-8 entre os testes de triagem no banco de sangue®®.

Hladik et al. na Uganda(%), area endémica para HHV-8, também avaliaram

pacientes que receberam transfusbes sangiliineas e encontraram um risco de
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soroconverséo significantemente maior (2,8%; P<0,05) entre 0os que receberam sangue
de doadores soropositivos para HHV-8 do que, os que receberam transfusédo de doadores
soronegativos. O tempo médio de soroconversdo foi de 3 a 10 semanas e as
caracteristicas de armazenamento do sangue (risco maior de 4,2% em unidades
sangliineas armazenadas menos que 4 dias) também foram avaliados para evidenciar o
risco de transmisséo através da transfuséo.

No Brasil®”, um estudo realizado no hemocentro de S&o Paulo analisou amostras
de sangue de 400 doadores, sendo detectadas 16 amostras sororreagentes para
anticorpos anti-antigenos da fase latente ou litica viral. Nos pacientes que possuiam
amostras sororreagentes, foi pesquisado o DNA do HHV-8 no sangue e encontrou-se um
caso de PCR positivo nas células do sangue e no plasma, sugerindo a possibilidade de
contaminacao pelo HHV-8 em casos de transfuséo sangiinea.

a.5. Transmisséo através da hemodidlise

Estdo sendo investigadas outras formas de contagio, como através da
hemodialise. Em um relato recente de Taiwan®, foram coletadas 77 amostras de soro de
pacientes em hemodidlise e 207 amostras de doadores de sangue, sendo testadas para
imunoglobulina G especifica do HHV-8 pela analise da imunofluorescéncia. Quinze de 77
pacientes em hemodialise (19,5%) tinham anticorpos anti HHV-8. Seis de 207 (3,0%) dos
doadores de sangue apresentaram anticorpos anti HHV-8.

Na Grécia®, a soroconversio foi demonstrada em somente dois pacientes de 485
gue eram submetidos a hemodialise, mostrando evidéncias indiretas de transmissao do
HHV-8 através da hemodidlise.

a.6. Transmissao através do transplante

A transmissdo do HHV-8 entre transplantados de 6rgdos também tem sido
investigada. A maioria dos casos de SK associados a imunodepressdao ocorre por
reativacdo de infeccdo preexistente, mas a transmiss@o do virus pode ocorrer também
através do 6rgao transplantado®-9991:9293:94.95.9) 'Em ym estudo realizado por Regamey et
al.®™ foram avaliados 220 receptores no dia do transplante renal, sendo encontrado uma
soroprevaléncia de 6,4% de soropositividade no dia do transplante (14 em 220 receptores
de transplante renal). A soroconversao ocorreu dentro do primeiro ano do transplante em
25 pacientes de 206 (12,1%). Entre seis pacientes que soroconverteram e nos quais as

amostras dos doadores estavam disponiveis, os testes de cinco doadores foram positivos
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para HHV-8. Em contraste, nenhum do grupo controle
dos oito pacientes com doadores soronegativos se tornaram positivos, sugerindo desta

maneira, a hipétese de transmisséo da infeccéo pelo HHV-8 através do enxerto.

b. Soroepidemiologia do HHV-8

A soroprevaléncia para o HHV-8 varia de acordo com a origem geografica do
paciente. E muito elevada em alguns paises da Africa, moderada na Italia, e menor em
outros paises ocidentais®”. Dados de soroprevaléncia mostram intima relacdo com os
modos de transmissao propostos. Em pacientes sadios, sem os fatores de risco acima
expostos, como populagbes de doadores de sangue, as taxas variam de 0 a 4%®. Em
contraste, em pacientes com fatores de risco, como homens que fazem sexo com
homens, podem apresentar taxas de até 35% de soropositividade para HHV-8,

O estudo® mais amplo avaliando soropositividade por extratos populacionais
mostrou a importancia da transmissdo por meio de contatos intimos, em particular a
transmisséo sexual. Através da deteccd@o de anticorpos por IFA, uma ampla avaliagdo da
populacdo americana foi conduzida e este estudo mostrou, soropositividade de 1% (2 em
141) em doadores de sangue HIV negativos, 7% (7 de 107) em heterossexuais HIV
negativos com sifilis, 13% (3 de 23) em homossexuais/ bissexuais masculinos HIV
negativos com sifilis e 35% (13 de 37) em homens homossexuais / bissexuais HIV
positivos com sifilis.

Outro estudo realizado em S&o Francisco mostrou dados muito semelhantes. Em
homens que eram de alto risco para infeccdo para HIV, das 789 amostras testadas para
anticorpos LANA para HHV-8, 223 (28,3%) foram positivas. Nenhum dos 195 homens
exclusivamente heterossexuais apresentava anticorpos anti LANA positivos, contra 12,5
% de homens bissexuais e 39,6% de HSH'%. Estes dados sdo concordes com outras
publicacdes com o mesmo desenho epidemioldgico"****%). A soroprevaléncia do HHV-8
€ mais elevada entre homens que relatam um grande namero de parceiros sexuais ou a
histéria de doenca sexualmente transmissivel, achados que reforcam a idéia que o HHV-8
seja sexualmente transmissivel nesta populacdo!**%*10%,

Estudos populacionais também revelam a intima relacdo entre soropositividade
para HHV-8 e presenca de SK nestas popula¢des de maior risco. Usando a detecgéo de
anticorpos por IFA, observou-se a soropositividade para HHV-8 em 35 de 40 (88%) casos
de SK relacionado a AIDS em homens homossexuais da América do Norte, em 10 de 14

(71%) dos casos de SK relacionados a AIDS em pacientes italianos, em 11 de 11 (100%)
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casos de SK de pacientes italianos HIV negativos, e em 14 de 18 (78%) dos casos de SK
relacionados & AIDS em pacientes de Uganda®”.

No Brasil, estudo realizado em pacientes HIV-negativo/SK-negativo mostrou uma
prevaléncia de 3,7%, em doadores de sangue de 4,6% e nos pacientes HIV+ com e sem

102 - Caterino-de-

SK, mostrou uma soroprevaléncia de 97,4% e 26% respectivamente
Aratjo et al.*®® compararam 81 amostras de soro do Banco de Sangue com 81 soros de
individuos infectados pelo HIV e encontraram 7,4% e 30,4% de soroprevaléncia para o
HHV-8 respectivamente, através de anticorpos anti-LANA.

Souza et al.**¥ realizaram estudos de soroprevaléncia de infeccdo HHV-8 em Sé&o
Paulo usando os métodos soroldgicos ELISA (ORF 65) e IFA-LANA em vérias populacdes
expostas a diferentes categorias de risco. Encontraram 0% de soroprevaléncia de
anticorpos anti-LANA e 2,0% de anticorpos contra antigeno recombinante vpl9/ORF65
em doadores de sangue do Estado de S&o Paulo. Detectaram prevaléncia de 88% nos
casos de SK, de 18% na populacéo infectada pelo HIV, e de 2,2% no grupo de DSTSs.

Zhang et al. encontraram uma positividade de 64% entre homossexuais brasileiros
infectados pelo HIV com SK através IFA para anticorpos anti-LANA®®),

Estudos de soroprevaléncia usando imunofluorescéncia detectaram 50% de
pacientes soropositivos para HHV-8 nos amerindios no norte do Brasil, mostrando seu
comportamento endémico, sem causar doenca nesta populacdo. HIV ou SK n&o foram
identificados nesta populagéo e a transmissao de HHV-8 ocorreu mais pela forma oral do
que pela sexual®?.

Atualmente tem surgido a hipétese de transmissdo do HHV-8 através da didlise.
Estudo recente realizado na Arabia Saudita, regido onde a incidéncia de SK é 10 vezes
maior do que nos Estados Unidos e na regido ocidental da Europa®®®, analisou 201
pacientes renais cronicos onde foi detectada uma soroprevaléncia para HHV-8 em torno
de 7%, comparado com 3,9% em pacientes sem doencas"®”.

Estudo prévio também realizado na Ardbia Saudita observou infeccao pelo HHV-8
em 93% dos pacientes com SK no pés-transplante, em 28% de receptores de transplante
sem SK, em 29% dos pacientes renais cronicos em hemodialise, mas em somente 7%
dos voluntérios saudaveis ou pacientes com neoplasias ndo-SK®®.

No México, a soroprevaléncia foi de 3,8% em pacientes renais cronicos e 3,4% em
pacientes transplantados renais™®. A observacdo de a soroprevaléncia ser mais elevada
entre 0s pacientes renais cronicos, 0s quais ndo eram receptores de transplante, sugere

que o risco de infeccdo nao foi diretamente associado com as drogas imunossupressoras
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usadas para prevenir rejeicdo do enxerto, porque a soroprevaléncia maior de anticorpos
HHV-8 j& existia nesta populacdo antes do transplante.

Dados em populagBes de transplantados de 6rgao sdlidos sdo escassos e muito
variaveis. Em um estudo realizado na Suica, de 220 receptores de transplante renal, a
soroprevaléncia de HHV-8 foi de 6,4% no dia do transplante para 17,7% em um ano®®.
Dois de 220 pacientes desenvolveram SK neste estudo.

Na Franca, outro estudo realizado em 400 receptores de transplante renal, 32
(8%) apresentavam anticorpos para HHV-8 no dia do transplante e 28% destes
desenvolveram SK num periodo de trés anos®V.

Em estudo® recente realizado na lItalia (regido com elevada prevaléncia), que
analisou 175 pacientes transplantados renais comparado-os com grupo controle de
pacientes ndo transplantados, demonstrou-se uma soroprevaléncia similar em ambos o0s
grupos (14,8% versus 14,9%). Este estudo apresentou uma taxa de soropositividade no
pré-transplante mais elevada do que outras taxas relatadas em outros paises da Europa e
conseqiientemente, uma alta taxa de soroconversao (16%) apds transplante (documentou
um aumento na soroprevaléncia entre receptores de transplante renal de 12 para 26% em
nove anos, os quais foram maiores do que o0 aumento associado a idade entre os
controles).

No estudo mais recente e amplo na Franca, receptores de transplante renal foram
considerados com soroprevaléncia intermediaria, isto €, com variagéo entre 5 a 20%, mais
baixa do que em relacdo a grupos com fatores de risco relacionados a atividade sexual
promiscua (> 20%) e maior que dos grupos chamados de baixo risco (< 5%) como
doadores de sangue, gestantes saudaveis e pacientes com mdltiplas transfusdes™'?.

Outro estudo realizado na Franca mostrou uma soroprevaléncia em 150 pacientes
transplantados cardiacos de 2,7% e 0,68% de soroconversdo. Transplante cardiaco, SK e
PEL (primary effusion lymphomas) foram encontrados em associacdo ao HHV-8*1 112113,

Em transplante de medula éssea na Franca, a soroprevaléncia de HHV-8 em
doadores é em torno de 14,5%, enquanto nos receptores antes do transplante é de 10%
aumentando para 18% apés transplante®?.

No Brasil, 0 Unico estudo de soroprevaléncia em pacientes transplantados renais
foi realizado na cidade de S&o Paulo no maior centro transplantador de rim do Brasil™*?, e
apresentado através da defesa de tese de mestrado “Avaliacdo da Soroprevaléncia de
Herpesvirus Humano 8 (HHV-8, Virus Associado ao Sarcoma de Kaposi) em Doadores e

Receptores de Transplante Renal” mostrou uma prevaléncia geral da infeccao pelo HHV-
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8, antes do transplante, em pacientes receptores e doadores de transplante renal de
14,5% (29 positivos em 200 pacientes receptores) e 9,5% (19 em 200 doadores)
respectivamente. Comparando esta taxa a da populagdo de doadores de sangue no
Brasil, pais que ndo é considerado endémico, encontra-se uma prevaléncia bastante
elevada, mesmo considerando a variabilidade das prevaléncias relatadas pelos estudos,
que é de 1,8% a 7,4%"%1%9_Até este momento, no Brasil, a soroprevaléncia para o HHV-
8 nas populacdes de doadores e receptores de érgaos solidos ndo é feita como rotina dos
servicos transplantadores.

N&o h& dados de soroconversao nesta populacdo de transplantados no Brasil.

1.5. Manifestacdes clinicas

1.5.1. HHV-8 Associado a Doencas Linfoproliferativa s
Além da associacdo com todas as formas de SK, a infec¢do por HHV-8 tem sido
associada ao desenvolvimento de linfomas ndo-Hodgkin de células B com efusdo em

cavidades™®, a doenca multicéntrica de Castleman*"**®)

, eventualmente associado ao
mieloma multiplo, pelo achado de células dendriticas infectadas por HHV-8 em pacientes
com a doenca™?, e em células da medula 6ssea nos pacientes com macroglobulinemia
de Waldenstrom(llg,120,121,122,123).

O HHV-8 foi detectado em varias lesdes de pele (incluindo carcinoma de células
escamosas e carcinoma de célula basal) de quatro receptores de érgaos transplantados,

sugerindo a possibilidade do papel em outras lesdes de pele™*??.

1.5.1.a. Sarcoma de Kaposi

O SK é classificado segundo critérios clinico-epidemioldgicos em:

SK Classico: A maioria dos casos predomina nos homens, com a proporcao de
15:1 em relagdo as mulheres. Manifesta-se a partir dos 50 anos, em particular nos
residentes do sul da Europa (principalmente Itélia e Grécia) e entre os descendentes de
Judeus no leste Europeu. A doenca classica, originalmente descrita, caracteriza-se por
apresentar uma evolugdo lenta, com lesdes mudltiplas na forma de placas ou nédulos
inicialmente nos pés e nas maos, porém se alastrando para outras partes do corpo num
periodo de anos ou décadas. Apenas 10% dos pacientes desenvolvem lesGes em

visceras e mucosas®1?,
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SK Endémico: Ocorre em paises da Africa, principalmente em Uganda e Zambia,

e desde 1950 tem sido documentada a sua alta incidéncia nessa regido. Acomete
pessoas de qualquer idade, sendo que no Sul da Africa corresponde a 25 - 50% dos
sarcomas de tecidos moles nas criancas. Manifesta-se como uma doenca agressiva,
comprometendo visceras e ganglios linfaticos, o que confere um pior prognéstico a
doenca®"*?®,

No Brasil, foram encontrados 50% soropositividade para HHV-8 nos amerindios no
norte do Brasil, mostrando também ser endémico, sem causar doengca nesta
populacao®?.

SK _Epidémico: Descrito em 1981 apds a notificacdo feita pelo "Centers for

Disease Control and Prevention" de uma epidemia de SK entre jovens em Nova lorque e
na Califérnia. Esta forma de doenca foi associada ao virus da imunodeficiéncia humana
(HIV) e tornou-se sua forma mais comum, acometendo aproximadamente 15 a 20% dos
pacientes com a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS). Nos pacientes de sexo
masculino infectados pelo HIV, a incidéncia do SK é cerca de 20.000 vezes maior do que
na populagéo geral. Os homens que fazem sexo com homens (HSH) apresentam risco 10
vezes maior de desenvolverem SK que os pacientes que adquiriram o HIV pela via
|(79,126,127,128,129,130)'

parentera

SK latrogénico:  Esta relacionado com o uso de terapia imunossupressora, em

pacientes receptores de 6rgdos transplantados, nos quais constitui 4,1% de todas as
malignidades™. A incidéncia de SK é 400 a 500 vezes maior em relacéo a populagéo
geral®® ocorrendo em 0,2 a 5% dos transplantados renais*¥*3213313% - A incidéncia
varia de acordo com o grupo racial e étnico e com os diferentes regimes
imunossupressores?.

Nao se tem dados no Brasil de SK em pacientes transplantados e se ha correlacéo

com o0s esquemas imunossupressores utilizados no pds-transplante.

1.5.1.b. Doenca Multicéntrica de Castleman (MCD)

Foi primeiro descrita em 1956, sendo uma doenca linfoproliferativa incomum,
freqlientemente associada com anemia hemolitica auto-imune e linfoadenopatia®®. Pode
ser uma doenca localizada ou sistémica®®. Caracteristicas sistémicas incluem febre,
hepatoesplenomegalia, e importante linfoadenopatia. O DNA do HHV-8 é freqlientemente
detectado em bidpsias de linfonodos de pacientes com doenca de Castleman. Numa série

de 31 casos com MCD, sequéncias de HHV-8 foram encontradas em todos os 14
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pacientes infectados pelo HIV com MCD, incluindo 5 sem Sarcoma de Kaposi, e em 7 de
17 pacientes com MCD sem HIV®?.

Progressdo para linfoma, geralmente linfoma ndo-Hodgkin, pode ocorrer em
pacientes com MCD®*",

Apo6s o transplante, a MCD também pode surgir mesmo antes do aparecimento de
SK. Em um relato de caso®®, ap6s um ano e um més do transplante renal, um paciente
desenvolveu um quadro de linfoadenopatia cervical bilateral, cujo exame anatomo-
patolégico revelou as lesdes angiolinfoproliferativas de Doenca Multicéntrica de
Castleman. Apds um més, foram também diagnosticadas lesbes de SK que acometeram
a pele e estdbmago. Foi diminuida a imunossupressao deste paciente, e houve regressao
total das lesdes gastricas e parciais das lesGes de pele associadas a perda do enxerto.
Analises sorologicas e também do DNA do HHV-8 em PBMC mostraram que o doador era
soropositivo para HHV-8 e a paciente era soronegativa no pré-transplante,

soroconvertendo apds o transplante.

1.5.1.c. PEL (Primary Effusion Lymphoma) ou BCBL (" Body Cavity Based
Lymphoma"-BCBL)

E um linfoma de células B, caracterizado por ndo apresentar massas tumorais e
sim, efusdo linfomatosa em cavidades (pleura, pericardio e abdémen), estando sempre
associado ao HHV-8, e eventualmente precedendo o aparecimento de SK(¢138139140)
Através do estudo de culturas celulares obtidas de um doente portador de PEL, e que era
HIV negativo, pode-se identificar duas linhagens celulares infectadas pelo HHV-8, mas
ndo pelo EBV (BC-3 e KS-1)®). A linhagem KS-1 foi inoculada em camundongo triplo
imunodeficiente (BNX) e produziu ascite. Desta forma, foi comprovado que o HHV-8 é
também o agente etiolégico do PEL®.

Essas células, também conhecidas como BCBL, podem ser positivas para ambos
HHV-8 e EBV ou HHV-8 apenas. Em uma série de oito pacientes, todos tinham
sequéncias de genes para HHV-8, enquanto apenas quatro também tinham seqiiéncia
para EBV também®Y. Um estudo in vitro mostrou que o antigeno nuclear associado &
laténcia (LANA) do HHV-8 pode ativar duas regides do EBV em células coinfectadas**?.

1.5.1.d. Neoplasia Linféide

Uma associacao de neoplasia linféide e infec¢é@o pelo HHV-8 tém sido observadas.

Este herpesvirus tem sido cogitado como um provavel agente causal de algumas doencas
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linfoproliferativas pés-transplante quando a pesquisa para o virus Epstein-Barr € negativa.
Dois casos de HHV-8 positivo e EBV negativo foram descritos em proliferacdes linféides
policlonais, em associacdo com SK*¥. O primeiro paciente desenvolveu dois meses
depois do transplante de figado ortotépico, derrames pleurais recorrentes e
linfoadenopatia com caracteristicas hiperplasicas, semelhantes aquelas que ocorrem na
doenca de Castleman. O segundo paciente apresentou, dois anos apés o transplante
renal, linfadenopatia sistémica e hepatoesplenomegalia, secundaria a infiltracédo difusa por
células do “plasma policlonal" e células B plasmocitdides. Em ambos os casos, a
linfoproliferagdo associada ao HHV-8 ndo foi considerada maligna, como foi constatado
por critérios morfolégicos, moleculares e imunofenotipicos. Poucos doentes nos quais a
sequéncia de DNA do HHV-8 foi detectada apresentavam linfoadenopatia benigna com
hiperplasia do centro germinal e aumento da vascularizacdo, o que tem sido também
relatado em pacientes HIV negativo e HIV positivo, além da populagdo dos

transplantados“*%.

1.5.1.e. Mieloma Mdiltiplo
Varios estudos tém detectado HHV-8 em células dendriticas de biopsias de

medula 6ssea de pacientes com mieloma multiplo®°+20:145:146),

1.5.1.f. Angiossarcoma
Um total de 11 casos relatados tem sido correlacionados ao HHV-8 e ao
angiossarcoma®47148:149150.151) ' Toqps 0s casos mostraram a presenca do DNA-HHV-8 na

proliferacdo de tecido tumoral.
1.5.2. Infeccao pelo HHV-8 Associada a Doencas Nao  Neoplésicas

1.5.2.a. Sarcoidose

Em apenas um relato, a seqiiéncia do DNA-HHV-8 foi detectada em alta
porcentagem de bidpsias de tecido de pacientes com sarcoidose, mas isso ndo ocorreu
em tecidos controle (8 de 8 pacientes com sarcoidose com bidpsias de mdltiplos tecidos
versus 3 de 56 controles)*®?.

O HHV-8 tem sido associado com sarcoidose em pacientes italianos, mas nao em
pacientes franceses. Além disso, a analise sorologica (ELISA) detectou anticorpos em

somente 3 de 15 (20%) dos pacientes suigos™?.
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Entretanto, uma ligacdo nao tem sido estabelecida por relatos confirmatérios ou
por estudos, mostrando o HHV-8 em tecidos com sarcoidose ou sorologias positivas.
Além disso, em relatos japoneses e franceses nédo foram encontradas evidéncias do DNA

o(154.155)

do HHV-8 pela PCR em bhidpsias de sarcoidos . Até 0 momento, as evidéncias

sugerem pouca associacao entre HHV-8 e sarcoidose.

1.5.2.b. Hipertensao Pulmonar Primaria

Cool et al.®*® recentemente relataram a presenca do HHV-8 nos pulmdes de 10 de
16 (62%) pacientes com hipertensdo pulmonar primaria. Bull et al.®*”, também
confirmaram a presenca do virus no endotélio pulmonar em pacientes com esta mesma

caracteristica.

1.5.2.c. Infeccdo Primaria Pelo HHV-8

No Egito, onde a soroprevaléncia é relativamente elevada, a infec¢do primaria foi
detectada em 6 (7%) de 86 criancas imunocompetentes com sindrome febril de origem
indeterminada. Clinicamente foi observado nestas criancas um rash cuténeo
maculopapular, febre, fadiga®®®.

Outro relato de infecgdo primaria por HHV-8 ocorreu em um paciente HIV positivo,
o qual apresentou febre, diarréia, esplenomegalia e linfoadenopatia cervical, caracterizada
por hiperplasia angiolinféide®°*¢?.

Apenas recentemente surgiram os primeiros relatos de manifesta¢gfes clinicas
associadas & doenca aguda ou reativadas em pacientes transplantados. Luppi et al.®®
relataram o curso da infec¢do primaria pelo HHV-8 em dois pacientes que desenvolveram
infeccdo primaria pelo HHV-8 apés transplante de rim recebido do mesmo doador falecido
portador do HHV-8 e o outro paciente que reativou infeccdo pelo HHV-8 apds o
transplante de medula 6ssea. Um dos receptores de transplante renal apresentou quadro
de febre persistente, esplenomegalia, e citopenia e o outro apresentou SK agudo. Estudos
subseqglientes mostraram a soroconversdo e altos niveis de viremia, indicando infeccao
primaria recente pelo HHV-8. O paciente transplantado de medula apresentou febre
intermitente, por seis dias e diarréia.

Outro relato mostrou um paciente italiano com linfoma ndo Hodgkin que recebeu
infusdo autdloga "PBSC” ("Transplant Peripheral Blood Stem Cell"), e reativou HHV-8
sofrendo uma sindrome clinica autolimitada, caracterizada por febre, rash cutaneo

maculopapular e hepatite®?.
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Ndo se tem relato na literatura brasileira de infeccdo aguda pelo HHV-8 em

pacientes transplantados.

1.6. Diagnostico

a. Sorologias

Os estudos da prevaléncia de infeccdo pelo HHV-8 em individuos com risco de
desenvolver o SK ou em populacdo sadia tém sido realizados em vérias regifes do
mundo utilizando testes sorologicos e moleculares. A variedade de testes soroldgicos
para a deteccado de anticorpos contra antigenos da fase latente e litica do HHV-8 tem sido
responsavel pelos conflitantes resultados obtidos nas analises de soroepidemiologia. Sao
usadas as mais diversas metodologias: ensaios de imunofluorescéncia (IF), “Western blot”
(WB) e ensaios imunoenzimaticos (ELISA), empregando como antigenos varias linhagens
celulares de linfomas de células B infectadas pelo HHV-8 (BCBL-1, BC-1, BC-3, BCP-1 e
KS-1)“9.

Estas linhagens apresentam particulas virais em quantidades diferentes, e ainda
podem estar na fase latente ou litica de infeccdo viral, ou infectada por mais de um
herpesvirus humano. As linhagens infectadas somente pelo HHV-8 mais utilizadas nos
ensaios sorologicos sao: BCBL-1 linhagem de linfoma de célula B, obtida de ascite de
paciente com AIDS; BC-3 linhagem de linfoma de célula B, obtida de paciente sem AIDS
com PEL de efuséo pleural; BCP-1 linhagem obtida do sangue periférico de paciente com
BCBL sem AIDS, e, finalmente, a KS-1 linhagem obtida do mesmo paciente onde se
obteve a BC-3“9),

Nessas linhagens, a replicacgéo litica pode ser induzida por tratamento com ésteres
de forbol ou butirato de sédio, permitindo desta maneira a inducdo e expressao de genes
de fase litica viral (ORFs 59, 65, K8.1), cujas proteinas correspondentes puderam ser
utilizadas posteriormente em ensaios mais especificos“®.

Sao utilizados também antigenos recombinantes e peptideos sintéticos.

E a falta de um teste padréo ouro para a identificacdo do HHV-8, que corrobora a
obtencéao de resultados contraditérios nas diversas populacdes estudadas.

Vérias proteinas do HHV-8 foram reconhecidas como potentes imundgenos e, a
deteccdo dos anticorpos correspondentes mostrou-se Util para identificar individuos
infectados. As principais proteinas imunogénicas do HHV-8 e os respectivos segmentos

do genoma viral que as codificam sao apresentadas no Quadro 2.
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Quadro 2: Proteinas imunogénicas do HHV-8 e os respectivos segmentos do genoma

viral.

Segmento do Genoma do HHV-8 Proteinas Codificadas

ORF 6 Proteina ligante do DNA

ORF 8 Glicoproteina B (gpB)

ORF 9 DNA polimerase

ORF 25 Proteina do capsideo principal
ORF 26 Proteina do capsideo menor
ORF 59 Proteina de replicacdo do DNA
ORF 65 Proteina do capsideo

ORF 73 Proteina de fase latente nuclear (Ag LANA)
ORF K8.1 Glicoproteina classe 1

Os ensaios imunolégicos utilizados em estudos de soroprevaléncia de infeccéo
HHV-8 e os respectivos antigenos empregados na deteccdo de anticorpos especificos
sdo descritos a seguir:

A) Imunofluorescéncia Indireta para Deteccdo de Ant icorpos Contra
Antigenos de Fase Litica Viral (IFI-Litico):

IFA para anticorpos contra antigenos liticos do HHV-8 que usa uma efuséo
primaria da linha celular do linfoma (ISI-1), acolhendo o HHV-8 na auséncia do EBV, com
o soro diluido de 1/50 como ja foi descrito!"®.

A fase litica pode ser estimulada, a partir da laténcia, por interacdo com EBV ou
por acdo de substéncias especificas como tetradecanoil acetato de forbol (TPA) e
butirato™¢*%2.

Laminas sdo preparadas com linhagens de células B infectadas pelo HHV-8 e
estimuladas por 48 a 72 horas com forbol éster (TPA ou PMA). Antigenos de fase litica
viral sdo detectados pelos anticorpos especificos presentes no soro em 5 - 20% das
células infectadas. O padrao de fluorescéncia é de coloragéo difusa no citoplasma e forte

nas membl’anas nuclear e CitopIasmética(163,164,165,166,167,168,169,170,171,172,173,174,175,)
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B) Imunofluorescéncia Indireta Para Deteccdo de Ant icorpos Contra
Antigenos de Fase Latente Viral (IFI-LANA):

As laminas de IFA séo preparadas utilizando linhagens de células B latentemente
infectadas pelo HHV-8 e sdo pesquisados anticorpos dirigidos a antigenos de fase latente
de infeccdo viral (LANA codificado pela ORF 73), sendo este o principal componente
responsavel pelo padrdo de fluorescéncia nuclear pontilhado detectado com soro de

indiVidUOS infectad08(75,78,98,101,153,163,165,167,169,170,173,175,176,177,178,179,180,181,182,183,184)

Q) ELISA (Enzime - Linked Immunosorbent Assay) ORF  65:

Utiliza um fragmento de antigeno recombinante (aminoéacidos 86 - 170) preparado
a partir de um segmento da ORF 65 (regido imunodominante) que codifica uma
proteina do capsideo do HHV-8 de 19 KDa, usando a diluicdo do soro 1/100, como ja

descrito(78:170.180,185)

D) Outros:

Ensaio de imunofluorescéncia indireta com proteina recombinante IFI-r, ensaio de
imunofluorescéncia com anticorpo monoclonal - MIFA, Western Blot (WB-LANA) ou
Immunoblotting (IB) LANA, WB ORF 65, WB ORF K8.1, radioimunoprecipitacdo RIPA
LANA e Litico, ELISA ORF 59, ELISAr mista, ELISA lisado viral, ELISA peptideo
SintétiCO(loo’163’170’177‘178’186’187’188‘189’190’191‘192‘193’194’195’1%).

Até o0 momento varias técnicas e ensaios sorologicos foram e vém sendo
padronizados e utilizados em levantamentos de infeccdo HHV-8, porém nenhum deles se
mostrou 100% sensivel e especifico para detectar casos de SK.

Estudos comparativos usando a mesma casuistica e diferentes ensaios sorolégicos
mostraram divergéncia de resultados e permitiram concluir que nenhuma destas

metodologias deve ser empregada de maneira isolada no diagnéstico de infeccédo pelo
HHv_8(163,l70,l75,183,188)

b. Deteccdo Molecular do HHV-8

Além da deteccao de anticorpos, a deteccdo de DNA circulante em leucdcitos tem
sido empregada como método diagndstico, através da analise da amplificacdo do PCR
nas amostras de biépsia e nas células mononucleares do sangue periférico (PBMCSs)
usando o método PCR "nested" para amplificar um par de bases 233 fragmento derivado
do ORF 26,
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O DNA do HHV-8 tem sido detectado em 95% das lesbes de SK nos pacientes HIV
positivos, SK classico e no SK endémico. A deteccdo do DNA/HHV-8 através da PCR
pode ser intensificada pela hibridizag&o, entretanto, pode ocorrer falso positivo. A PCR
“nested” tem sido utilizada para detectar o HHV-8 em amostras de tecidos contendo o SK,
ou doenca de Castleman, PEL, no sémem, plasma, sangue periférico e na saliva. O HHV-
8 tem sido detectado de 30-60% nas células do sangue periférico de pacientes portadores
de SK. As seqiiéncias utilizadas na PCR do HHV-8 podem ser de varias regides do
genoma viral, incluindo genes latentes (ORF 73) ou genes liticos (ORF 65)®°7:197:198.199)

Whitby et al.®”, utilizando PCR para deteccdo de DNA em células mononucleares
do sangue periférico (PBMC), observaram que somente em 52% (24/46) dos pacientes
com SK foi detectado HHV-8 nas células periféricas. A presenca do DNA do HHV-8 em
PBMC de pacientes HIV negativos assintomaticos correlaciona-se com uma maior
propenséo de desenvolver SK. Alguns estudos tém demonstrado a presenca de DNA do
HHV-8 em linfécitos de células B circulantes podendo explicar porque o DNA viral é
algumas vezes detectado, aparentemente em nimero baixo de cépias, no tecido néo
envolvido pelo SK.

No Brasil, Pierrotti et al.®”, avaliaram 12 pacientes com SK relacionados & AIDS. O
DNA do HHV-8 foi detectado em 4/12 (33%). Viremia intermitente foi observada em 5
pacientes. Durante 0 seguimento, somente 15 de 96 (15,2%) amostras de PBMC tinham
PCR positivo. Esta baixa taxa de positividade foi atribuida a terapia antiretroviral (HAART)
e a baixa sensibilidade do método para detectar baixos niveis de viremia. No mesmo
estudo, os anticorpos para os antigenos da fase nuclear latente (LANA) foram detectados
em 8/12 (66,6%). Todos os pacientes tinham anticorpos contra antigenos liticos positivos
na primeira amostra.

Recentemente, alguns estudos confirmaram a presenca de DNA/HHV-8 pela
técnica de PCR na saliva pelo encontro de segmentos do genoma viral e até mesmo de
particula viral completa®+2%-200),

A técnica de PCR em tempo real (Real-time PCR) para quantificar o DNA do HHV-
8 na saliva, tonsila e sangue tem sido importante, pois identificou a saliva como sendo o
fluido com maior quantidade de DNA(?2203:204.205.206)

Na literatura ainda ndo se tem padronizagdo do melhor segmento alvo de
amplificacdo a ser utilizado na PCR. Enquanto o uso da PCR tem sido muito util em obter
informac®es sobre a distribuicdo do HHV-8, por outro lado, leva a publicacdo de estudos

com doencas associadas que ndo tem sido confirmadas, provavelmente devido ao alto
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risco de contaminacéo e falso positivo através do uso deste método. Nao se tem relato na

literatura brasileira sobre os métodos moleculares na populagéo de transplantados renais.
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2. JUSTIFICATIVA

O Brasil é, atualmente, o pais que mais realiza transplantes renais no mundo.
Dentro da cidade de Sao Paulo, o Hospital do Rim e Hipertensdo — UNIFESP/EPM, é o
centro transplantador que mais realiza transplantes renais anualmente (644 transplantes
de rins em 2008). Desde o inicio do programa, em 1998 ja foram realizados mais de 5.436
transplantes. Neste servico, a prevaléncia da infeccdo do HHV-8 em receptores de
transplante renal é de 14,5% e a sua pesquisa nao € realizada rotineiramente.

Na literatura médica, é escassa a referéncia ao estudo sistematico da historia
natural da infeccdo pelo HHV-8 apds transplante de 6rgéo sélido, prevalecendo relatos
isolados de casos com repercussdes clinicas mais graves. Até o presente momento, ndo
foram publicados, na literatura médica, dados sobre a epidemiologia da doencga priméria
do herpesvirus humano 8 na populacdo de transplantados renais do Brasil e o impacto
dessa infec¢do na sobrevida desse paciente e do enxerto renal.

A importancia deste estudo é questionar se seria necessario incluir no “screening”
pré-transplante a pesquisa deste virus, evitando desta maneira, potenciais transmissdes
do HHV-8 através do enxerto e, consequentemente, futuras complicacdes apéds o

transplante, como por exemplo, o desenvolvimento de SK nos pacientes soropositivos.
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3. OBJETIVOS

Descrever a histéria natural da infeccdo primaria pelo HHV-8 e suas

consequéncias no transplante renal.

Estudar o impacto da infec¢do pelo HHV-8 na ocorréncia de neoplasias, infeccdes

e disfuncdo do enxerto apos o transplante renal.

Avaliar as sorologias e a PCR como métodos diagndsticos para a deteccdo da

infeccdo pelo HHV-8 apds o transplante renal.
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4. MATERIAL E METODO

4.1. Local do estudo

O trabalho foi realizado no Hospital do Rim e Hipertensdo da Fundacdo Oswaldo
Ramos, 6rgdo suplementar da Universidade Federal de S&o Paulo - Escola Paulista de
Medicina. Possui 11 andares; 143 leitos, 70% dos quais pertencem ao SUS; centro
cirdrgico (4 salas); unidade de terapia intensiva; servicos de radiologia e hemodinamica.

Trata-se de um hospital tercidrio especializado na realizagdo e no
acompanhamento de transplantes, €, é atualmente, o lider em nimero de transplantes de
rim no Brasil, ressaltando que entre os anos de 2002 e 2005 foi constatado um aumento
de 24% no nimero de transplantes renais realizados (de 464 para 575 transplantes).

Nesta instituicdo, 65,5% dos enxertos implantados em 2005 foram provenientes
de doadores vivos, e esse predominio em relacdo aos enxertos de doador falecido

continua ocorrendo nos dias de hoje.
4.2. Populacéo do estudo

Foram incluidos no trabalho, os primeiros 200 receptores cujos doadores
apresentaram soro disponivel para deteccdo de anticorpos anti HHV-8 antes do
transplante e que assinaram o consentimento informado. Os pacientes que nao
concordavam em assinar o consentimento informado ou se negaram a responder o
guestionario foram excluidos do estudo (ANEXO I).

Aos candidatos, incluidos no estudo, era fornecida uma explicacdo resumida sobre
os objetivos da pesquisa e suas implicacBes, ressaltando o carater confidencial das
informacdes obtidas.

O comité de ética local da UNIFESP (Universidade Federal de Sdo Paulo) aprovou
o protocolo de estudo, que foi realizado em acordo com a Declaracdo de Helsinki e dentro
das recomendacdes da “International Conference of Harmonisation” de boa prética

clinica®®?,
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4.3. Delineamento do estudo

Foi realizado um estudo prospectivo aberto, observacional, do tipo coorte, cujas
informac08es foram coletadas de modo sucessivo e sistematico entre os meses de abril de
2001 a junho de 2004 em um unico hospital. O trabalho consiste no acompanhamento dos
pacientes receptores de transplante renal para avaliar a epidemiologia da infeccao
primaria apés transplante renal pelo HHV-8.

Os pacientes foram entrevistados utilizando-se um questionario padronizado e pré-
codificado (ANEXO II). Eram coletadas informacdes sociodemogréficas, potenciais formas
de exposicdo a agentes infecciosos de transmissdo sangiinea e sexual, forma de dialise
gue o paciente era submetido, o tipo de doador do transplante renal (doador vivo ou
cadaver) e a imunossupressao inicial.

Apé6s a aplicacdo do questionario, os participantes eram encaminhados para a
coleta de sangue. As amostras foram coletadas em tubos sem anticoagulante e
centrifugadas a 3.000 rpm durante cinco minutos, e 0s soros correspondentes foram
separados e divididos em duas aliquotas de 1 a 2 ml, e logo em seguida, congeladas a -

20°C.

4.4. Acompanhamento dos pacientes

O acompanhamento dos pacientes foi realizado em duas fases:

a. Primeira Fase:

Todos os receptores soropositivos para HHV-8 previamente ao transplante e
também, os receptores soronegativos, mas que possuiam doadores soropositivos para
HHV-8, foram seguidos mensalmente através de consultas, inicialmente durante seis
meses, para avaliar a ocorréncia ou nao da infeccdo primaria apos transplante renal pelo
HHV-8, e seus aspectos clinico-epidemiol6gicos, assim como a ocorréncia de outras
infeccBes e do SK, além da sobrevida do paciente e do enxerto renal. (ANEXO 1I).

Os receptores soronegativos com doadores soronegativos foram avaliados no
terceiro e sexto més apos o transplante com os mesmos objetivos acima.

Nas consultas apés o transplante foram feitas a anamnese onde se questionava

toda sintomatologia do paciente, como febre, mialgia, odinofagia, coriza, tosse,
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expectoracdo, etc. No exame fisico foram avaliados linfoadenomegalia, rash cutaneo,
hepatoesplenomegalia, febre, lesdes na cavidade oral, alteracbes de pele como pépulas,
nodulos e lesdes hipercrdmicas caracteristicas de Sarcoma de Kaposi. As analises de
resultados dos exames laboratoriais como: creatinina, hemoglobina, hematdcrito,
leucdcitos totais e plaquetas foram utilizadas para a avaliacdo de depressao medular,
plaguetopenia, anemia e disfuncdo do enxerto. Foi coletada também, amostra de sangue
para a realizacdo da sorologia e do PCR para HHV-8.

b. Segunda Fase:

Nesta fase, os prontuarios de todos os pacientes foram avaliados um e dois anos
apos o transplante, para verificar a ocorréncia ou ndo de Sarcoma de Kaposi, sobrevida
do enxerto e do paciente. Do prontuario foram coletados os sintomas descritos pelo
médico do ambulatério, alteracdes no exame fisico e 0s mesmos exames laboratoriais

(creatinina, hemoglobina, hematdcrito, leucécitos totais e plaquetas).

4.5. Metodologia Laboratorial

4.5.1. Local de Realizacdo dos Exames Diagndsticos:

Os soros coletados dos pacientes foram inicialmente enviados para o Laboratorio
de Virologia da Disciplina de Doencas Infecciosas e Parasitarias da UNIFESP/EPM, onde
foram centrifugados e estocados. Procedeu-se a extracdo do DNA com armazenamento
do material e posterior amplificacdo. Os exames soroldgicos foram realizados no
Laboratério de Virologia do Instituto de Medicina Tropical de Sao Paulo.

4.5.2. Cronologia de Coleta de Amostras:

A coleta das amostras iniciou-se em 25 de abril de 2001 e o término em 12 de
junho de 2002.

As amostras de sangue foram coletadas dos pacientes doadores e de seus
respectivos receptores no dia do transplante, para avaliar o perfil sorolégico para o HHV-
8, apds assinatura do consentimento informado.

Os receptores soropositivos pré-transplante, e aqueles negativos, mas com doador
positivo, foram seguidos mensalmente até o sexto més, com avaliagdes clinicas,

soroldgicas e coleta de material para realizacdo do PCR.
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Os receptores soronegativos de doadores soronegativos foram reavaliados no
terceiro e sexto més poés-transplante constando da avaliacéo clinica, soroldgica e coleta
de material para realizacao do PCR.

Posteriormente foi feita avaliagéo clinica e laboratorial retrospectiva com um ano e
dois anos poés-transplante através de revisdo de prontuario de todos os receptores
seguidos no estudo.

4.5.3. Processamento de Amostras:

a. Testes Soroldgicos Para o Diagnoéstico da Infeccd o Pelo HHV-8:

Os testes sorologicos, para o diagnostico da infeccdo pelo HHV-8, foram
realizados no Laboratério de Virologia do Instituto de Medicina Tropical de S&o Paulo,
através de métodos ja descritos previamente por Pierroti®®®.

Para a definicdo de infeccdo pelo HHV-8 foi optado por utilizar trés técnicas
soroldgicas para a detec¢do de anticorpos, sendo duas reacdes de imunofluorescéncia
(IFA-LANA e IFA-LITICO) e uma reag&o imunoenzimatica (ELISA-LITICO para a deteccdo
de anticorpos contra o antigeno do capsideo-pORF65). Foi definido que a infeccdo pelo
HHV-8 seria diagnosticada quando houvesse soropositividade por qualquer uma dessas

técnicas em qualquer momento do estudo.

a.l. Reacao de Imunofluorescéncia Indireta

Para a realizacdo da técnica de IFA, os antigenos do HHV-8 foram obtidos a partir
de células BCBL-1®, uma linhagem celular, proveniente de linfoma de células B de
cavidade, infectada com HHV-8 latente, fornecidas pelo Dr. Niel Constantine, do Institute
of Human Virology, University of Maryland, Baltimore, EUA.

As células BCBL-1 foram mantidas a 37°C em meio RPMI-1640 (Gibco BRL),
suplementadas com 10% de soro fetal bovino (Gibco BRL), benzilpenicilina potassica
100U/ml (Megapen-5°), sulfato de estreptomicina 100mg/ml (FURP) e anfotericina B
2ug/ml (Fungizon®).

Para detec¢do dos anticorpos contra antigeno da fase litica, as células foram
mantidas em meio de cultura contendo 20 ng/ml de acetato de O-tetradecanoil forbol
(TPA, Sigma) durante 96 horas para inducdo da transcricdo do genoma viral. As células
nao submetidas ao tratamento com TPA foram utilizadas para deteccdo de anticorpos
anti-antigenos da fase latente-LANA®®,
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Foram ainda utilizadas células Ramos, uma linhagem de células B, néo infectadas,

como controle de reacdes inespecificas.

- Preparo das Laminas de IFA:

As suspensfes de células BCBL-1 tratadas ou ndo com TPA, foram lavadas duas
vezes com PBS (solucdo salina tamponada com fosfato, pH 7,2) por meio de
centrifugacdo a 800g durante 10 minutos e ressuspensas em PBS, na concentracdo
aproximada de 10 0O células/ml. A seguir, 10ul da suspenséo de células foram colocadas
em cada area demarcada da lamina, deixadas secar a temperatura ambiente e fixadas em
acetona gelada durante 20 minutos. Entao, as laminas preparadas foram armazenadas a -

20° C até seu uso.

- Reacdo de IFA:

Apo6s descongelamento, o antigeno foi novamente hidratado, aplicando-se 30u de
solucdo de leite desnatado (Molico”) a 1% em cada circulo, e incubando-o durante 5
minutos a temperatura ambiente. Apos aspiracédo do leite, 25uL das amostras de soro de
pacientes, depois de diluidas na propor¢cdo 1:50 em solucdo de leite a 1%, foram
colocadas nas laminas contendo o antigeno. A reag¢do antigeno-anticorpo se processou
por incubagdo em camara Umida & temperatura ambiente durante 30 minutos. As laminas
foram entdo lavadas trés vezes com PBS, com duracdo de cinco minutos cada lavagem.
Em seguida foram incubadas durante 30 minutos a temperatura ambiente no escuro, apds
a adicdo de 30uL de conjugado anti-lgG humano com isotiocianato de fluoresceina
(Sigma) diluido a 1:50 em solucéo de azul de Evans. Apds mais trés lavagens com PBS
foram montadas com glicerina tamponada pH 9,2. A leitura realizou-se em microscépio de
imunofluorescéncia (Zeiss) com aumento de 400 vezes.

Em todas as laminas foram colocados controles negativos e positivos para
anticorpos anti-HHV-8, e para cada reacao, foi testado o controle positivo em diluicdes
seriadas de 1:50 a 1:12.500, para a verificacdo da sensibilidade do teste. Como controle
negativo utilizou-se o soro de um individuo saudavel que repetidamente mostrou-se
negativo para o HHV-8 a IFA. Como controle positivo utilizou-se o soro de um paciente
com AIDS e SK, com altos titulos de anticorpos contra antigenos da fase latente e litica do
HHV-8, repetidamente reconhecidos pela IFA.

Em resumo, pela reacdo de IFA, foram consideradas positivas para anticorpos

anti-LITICO, a ocorréncia de fluorescéncia citoplasmatica das células tratadas com TPA
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(Figura 5), e para anticorpos anti-LANA, a reacao positiva foi considerada positiva quando
as amostras apresentaram fluorescéncia pontilhada no nicleo (Figura 6). Nas células
chamadas controle (Ramos), n&o ocorria nenhum padrao de fluorescéncia (Figura 7 )@,
A presenca de fluorescéncia, geralmente, em menor intensidade, na maioria das
células, foi considerada reacdo inespecifica (Figura 8) e o teste foi repetido apés

absorcdo do soro com extrato de células Hep 2. Optou-se por excluir estes testes. As

fotos das figuras abaixo foram reproduzidas com permissdo da Dra. Ligia Camera
(208)

Pierroti

Figura 5. Reacdo de imunofluorescéncia positiva para anticorpos contra antigenos da fase
litica do HHV-8 em células BCBL-1 tratadas com TPA®),
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Figura 6. Reacdo de imunofluorescéncia positiva para anticorpos contra antigenos da fase
latente (LANA) do HHV-8 em células BCBL-1?%,

Figura 7. Reacgdo de imunofluorescéncia negativa para anticorpos contra o HHV-8 em células
BCBL-1%%),
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Figura 8. Reac&o inespecifica em células BCBL-1?%.

a.2. Reacdo Imunoenzimética

Um peptideo recombinante da ORF 65, relacionado ao ciclo litico do HHV-8 foi
utiizado como base antigénica para o método de ELISA, de acordo com o método
descrito por Simpson et al."®. O antigeno recombinante foi produzido a partir do produto
de PCR da regido do capsideo do HHV-8 (ORF 65), utilizando-se os “primers”: 13-GAG
AGA GAT CTG TTC CAA CTT TAA GGT GAG AGA, e 1b-TCT GCATGC CGC TTG TCC
AAT CGT TGC CTA. Obteve-se um fragmento de 589 pb, que, apés purificacdo pelo
método Geneclean (Bio 101 Inc.), foi clonado em Escherichia coli (cepa DH5a), utilizando-
se o vetor de ligagcdo pGEM-T (Promega). O plasmideo contendo o inserto foi entédo
purificado, submetendo-se ao sequienciamento para confirmar a presenca do DNA do
HHV-8. Utilizando-se enzimas de restricdo, as Eco Rl e NOT I, o DNA foi inserido em um
vetor de expressdo pGEX-4T (GST-Glutationa-S-transferase Gene Fusion Vector-
Pharmacia). Em seguida, as células transformadas (Escherichia coli, cepa DHa) foram
selecionadas e cultivadas em meio contendo ampicilina, e foi realizada a inducédo da
expressdao com isopropil-p-D-tiogalactosideo (IPTG-Pharmacia). Obteve-se o extrato

celular ap6s solubilizacdo com solucdo de lisozima e um ciclo de congelamento e
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descongelamento. Apés centrifugacdo, o sobrenadante, contendo a proteina de fuséo de
38 kDa foi purificada pelo método de Sepharose-Glutationa 4B (Pharmacia). O antigeno
controle (GST) foi preparado da mesma maneira, com células transformadas com o
plasmideo, sem o inserto do HHV-8. A producéo do peptideo recombinante foi confirmada
por técnica de “Western-Blot” com soros de pacientes com SK e de doadores de sangue,
previamente testados por reacado de IFA. ?%

As placas de ELISA (Polysorp”-Nunc) foram sensibilizadas overnight a 4°C com o
antigeno recombinante da ORF 65, na diluicdo de 1:500, nas colunas impares, e com
GST (controle) nas colunas pares. As placas foram lavadas trés vezes com PBS contendo
0,1% de Tween-20 (PBST), e bloqueadas com 150uL de solucdo bloqueadora (BB),
constituida de leite a 5% em PBST durante 1 hora a 37°C.

Em seguida, a SB foi desprezada e 50uL de soro dos pacientes, diluidos a 1:100
em SB, foram adicionados as cavidades contendo antigeno e controle. Apds incubacao
durante 1 hora a 37°C para que se procedesse a reagdo antigeno-anticorpo, as placas
foram lavadas quatro vezes com PBST e entdo, adicionaram-se 50uL de conjugado anti-
IgG humano com peroxidase (Gibco BRL), diluido a 1;1000 em SB.

Apo6s 40 minutos a 37°C, as placas foram novamente lavadas quatro vezes com
PBST, adicionando-se a seguir 50uL de substrato/cromoégeno, constituido de perdxido de
hidrogénio e OPD (O-fenilenodiamina) em tampéao citrato pH 5,0. Apés 10 minutos no
escuro, a reacgdo imunoenzimatica foi interrompida com a adicdo de 50l de &cido
sulfdrico 2,5N. Foi realizada, a seguir, a leitura da reacdo em espectrofotbmetro de
placas, em comprimento de onda de 492nm.

O resultado final (ADO) foi obtido pela subtracéo da densidade Optica da coluna
impar (antigeno recombinante) pela densidade optica (DO) da coluna par (controle). O
“cut-off” foi obtido pela média das ADO mais trés desvios padrées de 40 soros de
individuos de baixo risco para o SK, com resultados prévios persistentemente negativos
para o HHV-8 por IFA (LANA e LITICO).

Pelo método de ELISA foram consideradas positivas as amostras com ADO

superior a 0,14%?%,

39




b. Reacdo em Cadeia Polimerase (PCR)

A PCR é uma técnica de amplificacdo enzimatica de acidos nucléicos in vitro que
permite sintetizar grandes quantidades de uma sequéncia nucleotidica, determinada por
dois oligonucleotideos (primers) que sdo complementares a uma das extremidades do
fragmento de DNA que se quer amplificar.

Uma série sucessiva e repetitiva de ciclos, que incluem desnaturacdo do DNA,
pareamento dos primes na seqUéncia alvo e extensdo por meio de uma polimerase
termoestavel, determina o acimulo exponencial dos fragmentos.

As técnicas de PCR para a pesquisa de segmento ORF 26 do genoma do HHV-8
foram realizadas no Laboratério de Virologia da Disciplina de Doencas Infecciosas e
Parasitarias da UNIFESP-EPM.

b.1. Extracdo kit QIAGEN Manual

O DNA foi extraido da amostra do soro pelo QlIAamp DNA blood mini kit cat. n®

51106 segundo protocolo do fabricante.

b.2. Amplificacéo
O DNA do HHV-8 foi amplificado segundo um protocolo adaptado, que foi

inicialmente descrito por L. Bélec et al. por PCR nested utilizando os seguintes primers:

- Primers externos: KS1/KS2 descrito por Chang et al 1996.
KS1: 5- AGC CGA AAG GAT TCC ACC AT -3
KS2:5-TCC GTG TTG TCT ACG TCC AG - 3’

- Primers internos: WH-KS-1/WH-KS-2
WH-KS-1: 5 — GTG CTC GAATCC AACGGATT -3
WH-KS-2: 5 — ATG ACA CAT TGG TGG TAT AT-3

O ciclo inicial da PCR consistiu de uma desnaturacdo a 94°C / 5 minutos, seguido
por 35 ciclos de amplificacéo (desnaturagdo: 94°C / 45 segundos; anelamento: 55 °C / 45
segundos; extensdo: 72°C / 60segundos), e um ultimo ciclo de extensdo 10 minutos /
72°C, contendo 20 pmol de cada primer, 1,5 U de Taq DNA polimerase, 40 uM dNTP mix ,
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10 mM Tris-HCI, 2,5 mM MgCl, e 50 mM HCI. Foram transferidos 5 pL do produto do
primeiro PCR para o segundo PCR interno, consistindo de uma desnaturacgéo inicial de
94°C / 5 minutos, seguido de 35 ciclos de amplificacdo (94°C / 60 segundos; 60°C / 60
segundos; 72°C / 60 segundos) e um ultimo de 10 minutos a 72°C.

b.3. Deteccdo

Este PCR Nested é 100 a 1000 vezes mais sensivel para a deteccdo de
sequéncias de HHV-8 do que o PCR simples que utiliza os primers KS 330 (233), e
permite uma deteccdo menor do que 5 coOpias do genoma externo, previamente
determinada por comparacdo de diluicdo serial de um DNA padrdo contendo uma
guantidade conhecida de HHV-8 DNA. Ao final da PCR Nested foi visualizado um produto

de 170 pb através da U.V por brometo de etidio, em gel de agarose a 2%.

4.6. Rotinas do servico

4.6.1. Profilaxia de doenca oportunista
Durante o periodo inicial de 6 meses apdés o transplante, os doentes transplantados
foram orientados tomar diariamente sulfametoxazol-trimetoprim como profilaxia para

Pneumocystis jiroveci .

4.6.2. Terapia Imunossupressora

Os esquemas de imunossupressao escolhidos pela equipe do transplante séo
avaliados individualmente e seguem protocolos cuja estrutura geral pode variar de acordo
com as particularidades do doador, 6rgdo e do receptor, levando em conta a
compatibilidade nos antigenos do sistema HLA e o risco imunoldgico. Sua estruturacao
baseia-se na combinacéo racional de agentes com diferentes mecanismos de a¢do, com
0 intuito de prevenir a rejeicdo aguda e cronica.

Avaliamos a imunossupressao inicial em todos os pacientes receptores de
transplante.

A imunossupressdo®® convencional é uma combinagéo de uma droga inibidora
da calcineurina (ciclosporina ou tacrolimus), um segundo agente. (azatioprina, ou
micofenolato mofetil, ou sirolimus, ou everolimus) e um corticéide. A terapia de inducao

com anticorpos policlonais (ATG ou ALG) ou monoclonais (anti-CD3 e anticorpos anti-
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receptor de interleucina 2 - anti-IL-2R) realizados em pacientes com moderado a elevado
risco de rejeicdo (retransplante), maior grau de sensibilizacdo aos antigenos HLA, etnia
(negros) e idade avancada do receptor e do doador. Apos 3 a 6 meses, séo utilizadas 2
ou 3 drogas com suas doses minimizadas.

A terapia imunossupressora consistiu no uso de prednisona em todos os pacientes
(dose diaria de 0,5 mg/kg). O uso dos inibidores de calcineurina ciclosporina (CsA)
(Sandimmun Neoral ®, Sandoz, Basel, Switzerland) na dose de 8 mg/kg/dia, dividida em 2
tomadas foi usada para receptores haploidénticos e de 10 mg/kg/dia, em 2 doses para
HLA distintos e doadores cadaveres, com ajuste da dose através do nivel sangiiineo. A
dose inicial de tacrolimus (FK) (Prograf ®, Jansen-Cilag-Fugisawa, Ireland) foi de 0,2 a 0,3
mg/kg/dia, divididos em duas doses, com ajuste através da concentracao sanguinea.

A dose da azatioprina (AZA) (FURP - Ministério da Salde, Brasilia, Brasil) foi de 2
mg/kg/dia, em dose Unica diaria. Micofenolato mofetil (MMF) (Cell Cept ®, Roche, Basel,
Switzerland) foi utilizado na dose de 30 mg/kg/dia, dividido em 2 a 3 doses, com dose
maxima diaria de 2,0g/dia.

Sirolimus (Rapamune ® Wyeth-ayerst, Rouses Point, USA) foi usado em dose
Unica diaria de 2 mg. FTY 720 (Novartis, Basel, Switzerland). Dose em estudo: 0,25 a
2,5mg. Everolimo ou RAD001, SDZ RAD (Certican®, Novartis). Dose recomendada: 0,75
a 1,5 mg 2 vezes ao dia.

Basiliximab (Simulect®, Novartis, Basel, Switzerland) foi administrado na dose de
40 mg, em duas doses de 20mg, sendo a primeira no intra-operatério e a segunda no 4°
dia apés o transplante.

Daclizumab (Zenapax®, Roche, Basel, Switzerland), cuja dose utilizada foi de 1
mg/kg/dose, num total de 5 doses, sendo a primeira no intra-operatorio e as demais em
intervalos de 14 dias.

4.6.3. Mudanca de Imunossupressao
Foram consideradas todas as alteracdes no esquema inicial de imunossupresséo
ocorridas no periodo de coleta de dados, considerando-se a razéo (falta de eficacia ou

seguranca).
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4.7. Definicbes dos dados coletados

4.7.1. Critérios para definicdo de infec¢do primari  a pelo HHV-8:

A infeccéo primaria foi avaliada nos pacientes receptores de transplante renal que
soroconverteram (pacientes que previamente ao transplante renal eram soronegativos
para HHV-8 e se tornaram soropositivos apds o transplante) sendo analisados os

sintomas clinicos, alteracdes no exame fisico e alteracdes laboratoriais.

4.7.2. Dados demograficos

As variaveis demograficas foram: idade em anos, sexo, etiologia da insuficiéncia
renal dos receptores, tempo de tratamento dialitico pré-transplante (tanto dialise
peritoneal como hemodidlise foi aferida em meses) e nimero de transfusdes de sangue.
As sorologias prévias ao transplante também foram avaliadas: sorologia para CMV (fracéo
IgG do CMV); técnica de imunofluorimetria por particulas para HIV; hemaglutinacéo
indireta positiva para Chagas; VDRL com titulagdo superior a 1/8 (correspondendo a sifilis
positivo), anticorpo anti-HCV (hepatite C positiva) e antigeno HBSAG positivo (hepatite B
positivo).

Foram avaliados também os seguintes dados: uso de drogas endovenosas,
doenca sexualmente transmissivel (DST), uso de preservativos, relagdes homossexuais
ou heterossexuais.

Nos doadores foram avaliados os seguintes dados: idade em anos, sexo,
sorologias pré-transplante (sorologia para Citomegalovirus, HIV, Chagas; Sifilis, Hepatites
B e C) e antecedentes pessoais como: uso de drogas endovenosas, DST, uso de

preservativos, relacdes homossexuais ou heterossexuais.

4.7.3. Episodios de Rejeicéo

A rejeicdo aguda do enxerto foi determinada pela presenca de sinais clinicos
incluindo febre, dor no enxerto, diminuicdo do volume urinario e aumento da creatinina.
Todos os casos foram confirmados por bidpsia e classificados de acordo com os critérios
de Banff de 1997, O tratamento inicial de rejeicdo aguda consistiu em 3 a 5 doses
diarias de metilprednisolona endovenosa (500 e 1000 mg/dia).

A rejeicdo aguda cortico-resistente foi diagnosticada através da auséncia de
resposta clinica ao tratamento inicial com metilprednisolona e na persisténcia de critérios

de rejeicdo aguda numa bidpsia renal subsequiente. Pacientes com rejeicdo aguda
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cortico-resistente foram tratados com anticorpo monoclonal anti CD3 (OKT3®, Ortho

Pharmaceutical Corp, Raritan, NJ), ou com anticorpo antilinfocitico policlonal (ATG ou

ALG).

Categorias diagndsticas para bidpsias de enxerto re  nal, de acordo com a 42

Conferéncia de Banff 97

1. Normal

(211)

2. Rejeicdo mediada por anticorpo:

A. Hiperaguda
B. Aguda acelerada

3. Bordeline: suspeita de rejeicdo aguda: sem arterite intimal, porém, existe foco de

tubulite leve (1- 4 células mononucleares / corte tubular) e pelo menos 10-25% do

parénquima acometido pela inflamacéo.

4. Rejeicao Aguda / ativa

Tipo/grau

Achados histopatol6gicos

1A

A

1B

Casos com infiltrado mononuclear intersticial (>25% do
parénquima) e foco de tubulite moderada (> 4 células
mononucleares/ corte histolégico tubular)

Casos com infiltrado mononuclear intersticial (>25% do
parénquima) e foco de tubulite grave (> 10 células
mononucleares/ corte histoldgico tubular)

Casos com arterite intimal leve a moderada em pelo menos
um corte histolégico com artéria

Casos com arterite intimal grave, comprometendo >25% da
area luminal, em pelo menos um corte histolégico com artéria.
Casos com arterite transmural e/ou alteracdo fibrindide
arterial e necrose da camada média de células musculares
lisas, com infiltrado linfocitico em vasos.




5. Nefropatia crénica / esclerosante do enxerto

Grau Achados histopatol6gicos

| (Leve) Fibrose intersticial leve e atrofia tubular

Il (Moderada) Fibrose intersticial moderada e atrofia tubular
llI(Grave) Fibrose intersticial grave e atrofia tubular

6. Outros (por exemplo: nefrite tibulo-intersticial-NTI)

4.7.4. Hemodialise e transfusao apos o transplante
Foi pesquisada a presenca ou ndo de terapia dialitica pos-transplante e também
terapia com hemoderivados, que foram avaliados através do prontuario do paciente.

4.7.5. AvaliacOes laboratoriais

Avaliacdo hematolégica e bioguimica (creatinina).

4.7.6. InfeccOes
Todas as complicacdes infecciosas presumidas ou as confirmadas através de

exames subsidiarios foram avaliadas.

a. Sinusite obteve o diagnéstico clinico, através do aumento de secrecao, cefaléia
na area do seio da face mais comprometido (seio frontal, maxilar, etmoidal e esfenoidal),
obstrucdo nasal com presenca de secrecdo amarela ou esverdeada, sanguinolenta, que
dificulta a respiracédo. Febre, cansaco, coriza, tosse, dores musculares e perda de apetite
poderiam estar presentes. A traqueobronquite foi diagnosticada clinicamente através da
presenca de tosse persistente, podendo ser seca ou produtiva, com expectoracdo de
secrecdo, e eventualmente acompanhada de febre baixa e dor no peito, falta de ar e
chiado no peito.

b. Nas infeccdes pulmonares®2#13214215216) o diagnéstico foi feito através de varios
métodos diagnosticos como: hemoculturas (consideradas positivas quando encontradas
colénias de bactérias com contagem superior a 10*/mL), escarro: com contagem de

células epiteliais < 10 células / campo; contagem de polimorfonucleares > 25 células/
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campo, pesquisa de: bacterioscopia (Gram), pesquisa de fungos e P. jiroveci, BAAR
(bacilo alcool -acido resistente), cultura para aerdbios com antibiograma, cultura para

Legionella spp, para micobactérias (com teste de sensibilidade), pesquisa de

Strongyloides spp. Aspirado traqueal — cultura semi-quantitativa = 10° colénias/mL,

obtendo-se uma investigacdo de agentes similares aos utilizados no escarro. Métodos
invasivos também foram solicitados como: a) Lavado bronco-alveolar: cultura = 10*
colénias/mL; b) Biépsia transbrénquica; c) Bidpsia a céu aberto (todas com cultura de
tecido).

A broncoscopia®42'®

com a andlise do lavado bronco-alveolar, biopsia
transbrénquica ou a céu aberto sdo os métodos diagndsticos utilizados neste hospital
para a investigacdo de patologias pulmonares. De maneira geral, a obtencdo de
fragmentos de pulmdo aumenta a capacidade diagndstica em relacdo ao lavado bronco-
alveolar, principalmente para CMV, M. tuberculosis e fungos, nao parecendo haver
vantagens apenas para P. jiroveci. Em relacdo a opc¢éo por bidpsia a céu aberto ou por
broncoscopia, esta escolha dependeu da situacéo clinica do paciente.

A bidpsia a céu aberto foi um recurso destinado para investigacdo dos casos onde
existiu contra-indicagdo para a realizacdo de broncoscopia (plaquetopenia, PEEP
>12mmHg, distlrbios da coagulacdo, evidéncia de sangramento ou outra contra-indicacao
evidenciada pelo broncoscopista) e, quando o recurso broncoscopico ndo foi suficiente
para o diagndéstico nos pacientes que evoluiram com piora do quadro clinico.

A tomografia computadorizada de alta resolucdo foi solicitada para ajudar na
diferenciacdo entre doenca infecciosa pulmonar e outras afec¢ces como hemorragia
alveolar ou congestao pulmonar.

O antigeno urinario para Legionella spp foi solicitado para todos os casos de
pneumonia hospitalar sendo associada a ventilagdo mecénica (pneumonia que se
desenvolve apds 48 horas de intubacdo oro-traqueal e ventilacdo mecanica) ou néo,
como instrumento diagnostico na presenca de consolida¢gdes pulmonares com ou sem

apresentacao para cavitacao.
c. As infecgdes urinarias®” foram diagnosticadas quando a urocultura foi positiva

na vigéncia de sintomatologia urinaria, ou quando havia suspeita devido ao aumento da

creatinina. Foram definidas da seguinte maneira:
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- Bacteridria assintomatica: pacientes sem sintomas e com contagem de colbnias igual ou

maior que 10° UFC/mL; foram considerados nas seguintes situacdes: pacientes em uso
de OKT-3 (neste caso, foi indicado tratamento com crescimento de 10* ou mais UFC/mL);
e em pacientes com menos de 6 meses de transplante e 10° ou mais UFC/mL.

- Infeccdo urinaria: pacientes com sintomas (como disuria, polacidria, febre) e contagem

de coldnias 10*/mL ou maior.
- Pielonefrite histoldgica: Bidpsia renal mostrando microabscessos (pielonefrite

histolégica), mesmo que com culturas negativas.

d. As infeccbes de sitio cirdrgico foram diagnosticadas através dos critérios

diagnésticos do CDC de 1999 descritos abaixo®®"

Infeccdo incisional superficial — ocorre nos primeiros 30 dias apds o procedimento e
envolve epiderme, derme ou tecido celular subcutaneo e, pelo menos, 1 dos seguintes
achados:

1. Drenagem purulenta, com ou sem confirma¢&o microbiol6gica, da inciséo superficial;

2. Organismos isolados na cultura de fluidos ou tecidos coletados de forma asséptica da
inciséo;

3. Pelo menos 1 dos sinais ou sintomas: dor, calor, rubor, edema e a incisdo é aberta
pelo cirurgido de propésito, a menos que a incisdo tenha cultura negativa;

Infeccao incisional profunda — ocorre nos primeiros 30 dias de pdés-operatério se nao
existir implante no local, caso contrario, 1 ano ap6s cirurgia, envolvendo fascia e tecido
muscular, com pelo menos 1 dos seguintes achados:

1. Drenagem purulenta, mas ndo do componente 6rgao ou espaco especifico;

2. Deiscéncia de sutura ou abertura de ferida cirtrgica pelo cirurgido quando existe pelo
menos 1 dos sintomas: febre (>38° C), dor, a menos que a cultura do local seja negativa;
3. Abscessos no exame direto, intra-operatério ou observados por métodos radiolégicos;

Infeccdo 6rgao e espaco especifico: ocorre nos primeiros 30 dias de pds-operatorio se
nao existir implante no local, caso contrario, 1 ano apoés cirurgia, envolvendo qualquer
6rgdo ou espaco anatdbmico que foi aberto ou manipulado durante o ato cirdrgico e pelo
menos 1 dos seguintes achados:

1. Drenagem purulenta do dreno locado no 6rgéo ou espago especifico;

2. Organismos isolados em culturas de fluidos ou tecidos obtidos de forma asséptica no
6rgéo ou espaco especifico;

3. Abscesso ou outra evidéncia de infec¢do observada no exame direto, histopatoldgico,
ou radiologia do 6rgao ou espaco especifico;

47




e. InfeccBes virais como herpes simples oral ou genital, varicela e herpes zoster uni
ou multidermatémico foram diagnosticadas clinicamente através da presenca de vesiculas
ou Ulceras. As doencgas herpéticas invasivas tiveram diagnosticos através de exames
invasivos.

A doenca causada pelo CMV®#°220:22D) f5j definida como infeccdo sintomética quando
0 paciente possuia febre, leucopenia, trombocitopenia associada a detec¢do do antigeno
CMV-pp65 no sangue. Doenca invasiva pelo CMV foi definida com a deteccao de incluséo
citomegalica em espécime de tecidos obtidos por bidpsia.

- Infeccdo : isolamento do virus ou deteccao de proteina viral ou acido nucléico a partir
de qualquer fluido ou tecido do corpo. A infec¢édo pode ser definida como assintomatica ou
sintomatica (doencga por CMV).

1) Infeccdo assintomatica : infeccdo ativa evidenciada através de exames

(antigenemia e PCR), na auséncia de sintomas atribuidos & infeccao.

2) Infeccdo primaria : deteccdo do CMV em individuos previamente soronegativos.
Foram utilizados métodos como antigenemia do pp65 e PCR (quantitativa) para
maior rapidez do diagndstico.

3) Infeccdo secundaria : infeccdo ativa ou doenca pelo CMV em receptores com
sorologia positiva para CMV prévio ao transplante.

4) Sindrome viral : febre (>38°C) por pelo menos dois dias em um periodo de 4 dias,
neutropenia ou trombocitopenia e a deteccdo de CMV no sangue. Podem estar
presentes sintomas constitucionais como astenia e artralgia.

5) Doencga invasiva (doenca em 4rgdo alvo): sinais e/ou sintomas relacionados ao
o6rgdo alvo e achado do virus em amostra de determinados fluidos (lavado
broncoalveolar, LCR) ou tecido.

- Métodos diagnésticos especificos para detecgdo CM ~ \/(#19:22022).

1) Antigenemia : deteccdo do pp65 através de anticorpos monoclonais; método
simples, rapido, alta acuracia. Positividade em média 7 a 9 dias antes dos
sintomas.

2) PCR quantitativo : bastante empregado para detec¢do e quantificagdo viral. Alta
sensibilidade, sendo util no diagnéstico precoce de infeccdo. Devido a sua
capacidade de detecc@o de DNA latente, podem ocorrer resultados falso-positivos,

devendo-se ter cuidado na interpretacao do resultado.
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Outras viroses também foram avaliadas como HHV-6, HHV-7, poliomavirus,
parvovirus e Epstein-baar, sendo diagnosticados através de sorologias, biépsias de

tecidos e analise de PCR especifico.

f. Doencas endémicas ocorridas nos pacientes transplantados renais como
tuberculose, leishmaniose, esquistossomose, estrongiloidose, leptospirose, toxoplasmose,
dengue, ascaridiose foram utilizados os métodos sorolégicos, pesquisa direta ou

anatomopatolégico na vigéncia de sinais e sintomas relacionados a doenca.

g. Micoses profundas como paracoccidioidomicose, criptococcose, aspergilose,
mucormicose, feohifomicose e candidiase invasiva foram avaliadas através de pesquisa

direta dos agentes, culturas em meios especificos e anatomo patoldgico.

4.7.7. Neoplasias

Na definicdo de neoplasia apés o transplante, foi incluida a ocorréncia de doenca
linfoproliferativa, bem como outra neoplasia ocorrida ao longo dos 48 meses de
seguimento, incluindo Sarcoma de Kaposi. O diagnéstico foi feito através da analise

histopatologica do material analisado.

4.7.8. Perda do enxerto

Foi considerada como perda fisica do 6rgédo por nefrectomia ou perda funcional
com necessidade de tratamento dialitico pelo periodo de pelo menos 8 semanas.

4.7.9. Perda de seguimento

Foi considerada como a transferéncia do acompanhamento do paciente com rim

funcionante para o servigco de origem ou outro local.

4.7.10. Perda do paciente

Foi avaliada a causa do 6bito do paciente.

4.8. Analise Estatistica

As varidveis numéricas foram descritas por médias e um desvio padrdo. As

variaveis categoricas foram descritas por freqiiéncias percentuais.
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Os testes estatisticos aplicados foram®??:

- Andlise de variancia, para a comparacdo das varidveis numeéricas de dois ou
mais grupos;

- Teste do Qui-quadrado, para a comparacédo das variaveis categoéricas de dois ou
mais grupos;

- Teste exato de Fisher, para a comparacéo das variaveis categdricas de dois ou
mais grupos, entre amostras de pequeno tamanho.

Em todos os testes o limite maximo do nivel descritivo para a rejeicdo da hipétese
nula foi fixado em 0,05 ou 5 %. Os testes foram realizados através do programa
estatistico SPSS verséo 7,5 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) para Windows.
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5. RESULTADOS

No periodo de 25 de abril de 2001 a 12 de dezembro de 2001 foram realizados
325 transplantes renais e destes, foram selecionados 200 doadores e 200 receptores
respectivos para transplante renal, no Hospital do Rim e Hipertensdo da UNIFESP/EPM.

5.1. Caracteristicas da amostra estudada

Dos 200 doadores de transplante renal 59,5% pertenciam ao sexo feminino e
40,5% do sexo masculino. A idade variou de 14 a 77 anos e a média foi de 43 anos com
desvio-padrdo de + 11,6 anos.

Dos 200 receptores de transplante renal estudados, 76 (38%) eram do sexo
feminino e 124 (62%) do sexo masculino. A idade deles variou de 7 a 75 anos e a média
foi de 39,8 anos com desvio-padréao de + 12,7 anos.

Entre os 200 receptores apenas 5 (2,50%) relataram ja terem feito uso de drogas
endovenosas e 23 (11,5%) relataram diagnéstico prévio de doenca sexualmente
transmissivel, tendo sido adequadamente tratados. Todos o0s pacientes sexualmente
ativos referiam um comportamento heterossexual e se classificavam como monogamicos.
Ndo houve nenhum caso relatado de homossexualismo. Nenhum paciente referiu a
pratica do uso de preservativos nas relagcfes sexuais.

Nenhum doador ou receptor era portador do virus da imunodeficiéncia humana
(HIV).
Quanto ao virus da hepatite B, apenas cinco (2,5%) pacientes receptores de

transplante renal eram portadores crénicos (HBsAg+) do virus.

Em relacdo a hepatite C, treze (6,5%) dos receptores apresentaram sorologia para
hepatite C positiva.

Neste estudo, 126 (63%) pacientes receptores de transplante renal receberam
transfusdo sanglinea antes do transplante. A média geral dessas transfusées foi de 1,92
unidades por paciente e o desvio-padrdo de + 2,78. Considerando apenas 0s pacientes
gue haviam recebido transfusfes sangiiineas, a média de unidades administradas foi de
3,04 e o desvio-padrao + 2,97.

Setenta e quatro receptores (37%) nunca haviam recebido transfusdes prévias.

Dos 200 receptores, 14 (7%) pacientes realizavam dialise peritoneal antes do
transplante, em um periodo que variava de 6 a 48 meses, média de 23,5 meses. A
hemodialise foi o tratamento dialitico mais frequente, 177 (88,5%) pacientes foram
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submetidos a este tratamento por um periodo de 1 a 96 meses, média de 27,83 meses.
Nove (4,5%) receptores ndo haviam sido submetidos a nenhum método dialitico e
permaneciam em tratamento conservador.

Destes 200 receptores que foram submetidos a transplante renal, a maioria [171
(85,5%) receptores] recebeu o 6rgdo de doadores vivos e 29 (14,5%) de doadores
falecidos.

Dos pacientes que receberam transplante com doador vivo, a maioria destes era
HLA Il (94 pacientes), 42 HLA | e 35 HLA L.

5.2. Etiologia da Insuficiéncia Renal

Em relacdo a etiologia da insuficiéncia renal dos 200 pacientes receptores de
transplante renal estudados, a 46 pacientes foi atribuida a nefropatia secundaria a
hipertensdo arterial sistémica (HAS), a 50 a glomerulonefrite cronica (GNC), a 11 a
diabetes mellitus, a 6 a pielonefrite crénica (PNC) e em 87 pacientes ndo se pode

identificar a causa da insuficiéncia renal (Figura 9) .

EIndeterminada e outros

3,0%

BHAS

BGNC
0ODMm

X

BPNC

Figura 9. Diagnésticos que motivaram o transplante renal.
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5.3. Prevaléncia da infec¢do pelo HHV-8 antes do tr  ansplante renal

Foram considerados infectados pelo HHV-8 os individuos que apresentavam
anticorpos anti HHV-8 por qualquer um dos métodos sorolégicos utilizados.

Entre os 400 pacientes estudados, 52 apresentaram anticorpos contra o HHV-8
em pelo menos um dos trés métodos sorolégicos utilizados, resultando em uma
prevaléncia geral da infeccdo pelo HHV-8 de 13%. A tabela 2 apresenta a prevaléncia da
infeccdo pelo HHV-8 entre os receptores e os doadores no momento do transplante renal.

Tabela 2. Prevaléncia de anticorpos anti-HHV-8 em doadores e receptores antes do

transplante renal.

_ Média de Sexo Sexo HHV-8
Pacientes o ] N
Idade (a) Feminino Masculino Positivo*
Doadores 200 43,02 59,5% 40,5% 19 (9,5%)
Receptores 200 44,41 38% 62% 33(16,5%)
(a)= anos

* = nlimero e porcentagem de pacientes

Nos receptores foi encontrada uma taxa de soroprevaléncia antes do transplante
de 16,5% (33 pacientes com anticorpos anti-HHV-8 positivos em 200 receptores
estudados) e nos doadores de 9,5% (19 pacientes com anticorpos anti-HHV-8 positivos

em 200 doadores).

5.3.1. Prevaléncia da Infec¢do pelo HHV-8 entre Doa dores e Receptores associada a
diversas variaveis

De 81 doadores de transplante renal do sexo masculino, 5 apresentavam sorologia
positiva para HHV-8 e nas 119 doadoras do sexo feminino 14 apresentavam sorologia
positiva para HHV-8.

Nas 76 receptoras de transplante renal do sexo feminino, 12 (36%) apresentavam
sorologia positiva para HHV-8 e nos 124 receptores do sexo masculino 21 (64%)
apresentavam sorologia positiva para HHV-8.

Nos pacientes receptores que apresentavam sorologia positiva para HHV-8 a
idade variou de 13 anos a 75 anos, apresentando uma média de idade de 44,4 anos. Foi
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analisada a diferenca entre a média de idade dos pacientes soropositivos e dos

soronegativos, através do teste t de Student foi encontrado um p =0,023.

Tabela 3. Prevaléncia da infeccdo pelo HHV-8 na amostra estudada de receptores de
transplante renal de acordo com a variabilidade da idade sendo realizada pelo teste t de
Student:

HHV-8 N Média Minimo Maximo
Positivos 33 44 4 13 75
Negativos 167 38,9 7 69

p<0,05.

Dos 33 receptores que eram HHV-8 soropositivos, 17 (52%) ja haviam recebido
pelo menos uma transfusdo sangiinea pré-transplante com uma média de 2,1
transfusGes e desvio padrdo de + 1. Dos 167 pacientes receptores soronegativos para
HHV-8, 109 (65%) também ja haviam recebido transfusédo sangiiinea, ndo foi observada
diferenca estatisticamente significante entre esses dois grupos. Nestes 33 receptores
HHV-8 positivos pré-transplante as transfusdes sangiliineas recebidas apos o transplante
também foram avaliadas, sendo encontradas em 12% dos receptores de transplante renal
soropositivos e 6% dos receptores soronegativos, também sem diferenca estatistica nos
dois grupos estudados (p=0,182) (Tabela 4).

Em relacdo ao tratamento dialitico, também ndo foi encontrada significancia
estatistica. Dos 33 receptores de transplante que apresentavam sorologia anti-HHV-8
positiva, 9% faziam didlise peritoneal e 85% dos pacientes eram submetidos a
hemodialise. Foi interessante observar que dos 9 pacientes que apresentavam
insuficiéncia renal crdonica mas permaneciam em tratamento conservador, 6,0%
apresentavam anticorpos anti-HHV-8 positivos (Tabela 4).

Quanto aos receptores que foram submetidos a transplante renal, dos 33
pacientes que eram soropositivos para HHV-8, 7% receberam o enxerto renal de
doadores falecidos e 31 (94%) destes receberam rim de doador vivo, sendo que 15%
eram HLA |, 54% eram HLA Il e 24% eram HLA lll (Tabela 4).
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Tabela 4. Analise das variaveis estudadas no grupo de receptores de transplante renal

conforme a presenca ou auséncia da infeccdo pelo HHV-8 antes do transplante renal.

Variavel Total HHV8 positivo HHV8 negativo  Valorp *

N (%) 200 33 (16,5) 167 (83,5) -
Idade 39,8+12,7 (7-75) 44,4+14,7 (13-75)  38,9+12,1 (7-69) 0,023
Sexo

Masculino 124 (62) 21 (64) 103 (62) 0,848

Feminino 76 (38) 12 (36) 64 (38)
Transfuséo
Pré-transplante

N° pacientes 126 (63) 17 (52) 109 (65)

N° sesséo 3,1+3,0 (1-20) 2,1+1,0 (1-4) 3,2+3,1 (1-20) 0,138
Pés-transplante

N° pacientes 14 (07) 04 (12) 10 (06) 0,255
Tempo em dialise

HD (n=177) 28,0+24,0 (1-96) 23,1+15,3 (2-60) 28,9+25,3 (1-96) 0,242

PD (n=14) 23,5+12,5 (6-48) 21,3+15,0 (7-37) 24,1412 .4 (6-48) 0,749
Tipos de Didlise

Conservador 9 (4,5 2 (06) 7 (04)

Hemodialise 177 (88,5) 28 (85) 149(89) 0,242

Peritoneal 14 (7) 3 (09) 11 (07) 0,749
Tipo de transplante

HLA | 42 (21) 05 (15) 37 (22) 0,252

HLA I 94 (47) 18 (54) 76 (46)

HLA I 35 (18) 08 (24) 27 (16)

Falecido 29 (14) 02 (07) 27 (16)
Etiologia IRC

GNC 50 (25) 06 (18) 44 (26) 0,500

HAS 46 (23) 06 (18) 40 (24)

DM 11 (06) 01 (03) 10 (06)

PNC 06 (02) 01 (03) 05 (03)

Outros e indet. 87 (44) 19 (58) 68 (41)
UDEV 5(2,5) 0 (00) 5 (03) 0,593
DST 23 (11,5) 5 (15) 18 (10) 0,549
CMV pré-tx positiva 180 (90) 31(94) 149 (89) 0,539
Hepatite B 5(2,5) 1 (03) 4 (02) 1,00
Hepatite C 13 (6,5) 1(03) 12(07) 0,480
HIV positivo 00 00 00

MEDIA + DESVIO PADRAO (MINIMO — MAXIMO)
*Valor p (HHV8 positivo vs. negativo)
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Em relacdo aos receptores de transplante renal soropositivos para HHV-8, 5 (15%)
relatavam ja terem apresentado DST e dos soronegativos, 18 (10%) também
apresentaram DST previamente, ndo sendo estatisticamente significante esta diferenca.
Nenhum paciente que havia sido usuario de drogas endovenosas (UDEV) apresentou
sorologia positiva para HHV-8 e dos soronegativos para HHV-8, 5 (3%) relataram UDEV
previamente (Tabela 4).

Quanto a outras infeccdes virais avaliadas, nenhum paciente apresentou sorologia
positiva para HIV. A hepatite C estava presente conjuntamente com o HHV-8 em 3,03%
dos doentes, enquanto que 12 (7,18%) pacientes soronegativos para HHV-8
apresentavam sorologia positiva para hepatite C (p=0,480) (Tabela 4).

Quando se analisou a frequéncia da hepatite B, havia co-infec¢do pelo HHV-8 em
3,03% dos doentes, e nos pacientes que ndo possuiam sorologia positiva para HHV-8, o
virus da hepatite B foi encontrado em 2,39% destes, ndo sendo esta diferenca
estatisticamente significante (p=1,00) (Tabela 4).

No pré-transplante foram avaliados todos os receptores em relacdo a sorologia
para Citomegalovirus e foi encontrada uma soropositividade concomitante ao HHV-8 em
31 dos 33 pacientes (94%) (Tabela 4).

Nos pacientes soropositivos antes do transplante renal para HHV-8 foi avaliado o
esquema de imunossupressao inicial e ndo houve significAncia estatistica entre os
imunossupressores usados. Os imunossupressores mais utilizados foram a ciclosporina
(15 pacientes), azatioprina (15 pacientes) e tacrolimo (15 pacientes). Seguidos do
micofenolato mofetil (11 pacientes), rapamicina (5 pacientes), daclizumab (4 pacientes),
basiliximab (3 pacientes) e FTY 720 (2 pacientes). Nenhum dos pacientes soropositivos
para HHV-8 no periodo pré- transplante renal usou everolimo. Todos os pacientes
receberam prednisona (Meticorten®). A tabela 5 mostra o esquema imunossupressor
utilizado pelos receptores infectados e ndo infectados pelo HHV-8.
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Tabela 5. Imunossupressao inicial nos receptores de transplante renais infectados e ndo

infectados pelo HHV-8.

Total de Receptores HHV8 pré-tx HHV8 preé-tx Valor p

de transplante renal positivo negativo

N (%) 200 (100) 33 (16) 167 (84)
Ciclosporina 113 (57) 15 (45) 98 (59) 0,182
Tacrolimo 63 (32) 15 (45) 48 (29) 0,067
Azatioprina 100 (50) 15 (45) 85 (51) 0,704
Micofenolato 61 (31) 11 (33) 50 (30) 0,836
Mofetil

Rapamicina 22 (11) 05 (15) 17 (10) 0,541
Everolimo 10 (05) 00 (00) 10 (06) 0,220
FTY720 17 (09) 02 (06) 15 (09) 0,744
Basiliximab 14 (07) 03 (09) 11 (07) 0,707
Daclizumab 12 (06) 04 (12) 08 (05) 0,115

Ap6s o transplante renal foram avaliadas todas as infec¢des ocorridas nos
receptores ao longo de dois anos. Em relagdo as infec¢Bes virais, 29 pacientes
apresentaram diagnéstico clinico de herpes simples sendo que dois pacientes do grupo
soropositivo para HHV-8 apresentaram herpes simples oral. O herpes zoster foi
encontrado em 5 pacientes HHV-8+, principalmente o unidermatémico (trés pacientes).
Nenhum paciente soropositivo para HHV-8 apresentou quadro de varicela. Em relacdo a
essas infecgbes virais analisadas ndo foi encontrada diferenca estatisticamente
significante (Tabela 6).

Dois receptores soropositivos para HHV-8 apresentaram infeccdo primaria pelo
Citomegalovirus. Onze pacientes apresentaram infec¢do secundaria pelo Citomegalovirus
sendo que dois eram soropositivas também para HHV-8 (Tabela 6).

As infec¢Bes invasivas pelo Citomegalovirus foram mais comuns ocorrendo em 10
pacientes, mas esta forma de doenca ocorreu em apenas um paciente do grupo
soropositivo para HHV-8 que apresentou doenca invasiva no intestino. No grupo
soronegativo, a doenca foi encontrada no eséfago em dois doentes, no estbmago em seis
e no pulmédo em um doente. Ndo foi encontrada nenhuma infeccao por Citomegalovirus

invasiva nos rins (Tabela 6).
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Em relacdo as outras infecgdes virais concomitantes ao HHV-8 foi encontrado
apenas um caso de HPV. As infeccdes causadas por Adenovirus, Poliomavirus,
Parvovirus e infeccdo pelo Epstein-Baar ocorreram apenas no grupo soronegativo para

HHV-8. N&o encontramos nenhum caso de infeccéo pelo HHV-6 e HHV-7 (Tabela 6).

Tabela 6. Analise da presenca das infec¢Bes virais em cada grupo de HHV-8.

Total de HHV8 HHV8 Valor p
receptores de positivo negativo

transplante renal

N (%) 200 33 (16,5) 167 (83,5)
Herpes Simples 29 2 27 0,685
Herpes Zoster 25 5 20 0,773
Varicela 3 0 3 1,000
Infecc&o por CMV

Priméario 4 2 2 0,128

Secundario 11 2 9 0,603

Invasivo 10 1 9 0,702
HPV 4 1 3 1,000
Adenovirus 1 0 1 1,000
Poliomavirus 1 0 1 1,000
Parvovirus 2 0 2 1,000
Epstein-Baar 1 0 1 1,000

Quanto as infec¢des bacterianas ocorridas no periodo pos-transplante, as urinarias
foram mais comuns nos pacientes soropositivos para HHV-8 (48,5%) do que nos
soronegativos (34,7%), sem diferenca estatistica (p=0,167). As pielonefrites histolégicas
com urocultura negativa foram encontradas em apenas um paciente do grupo soropositivo
(Tabela 7).

As pneumonias foram a segunda infeccdo mais frequiente, sendo encontradas em
29 pacientes. As pneumonias causadas por bactérias foram a etiologia mais comum em
ambos o0s receptores positivos e negativos. Um receptor soropositivo para HHV-8
apresentou pneumonia pelo helminto Strongildides stercoralis e outro soronegativo

apresentou pneumonia por Citomegalovirus (Tabela 7).

58




As infeccdes de sitio cirdrgico foram encontradas em quatro pacientes
soropositivos para HHV-8 e em treze pacientes soronegativos para HHV-8. Também néao
houve diferenca estatistica (p=0,491) (Tabela 7).

A sinusite foi diagnosticada em dois pacientes e a traqueobronquite em trés
pacientes soropositivos para HHV-8 (Tabela 7).

Dezenove pacientes apresentaram diarréia apdés o transplante sem etiologia
definida sendo quatro do grupo soropositivo para HHV-8 (Tabela 7).

A tuberculose foi encontrada em 1,5% dos pacientes receptores de transplante
renal. Nao foi encontrado nenhum paciente com a forma pulmonar. Dois pacientes do
grupo soronegativo apresentaram tuberculose na forma extra-pulmonar (peritbneo e
meningeo) e foi visto apenas um paciente com diagnéstico de tuberculose miliar no grupo
soropositivo para HHV-8 (Tabela 7).
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Tabela 7. Andlise da freqiéncia da presenca das infeccdes gerais em cada grupo de
HHV-8.

Total HHV8 HHV8 Valor p
positivo negativo
N (%) 200 33 (16,5) 167 (83,5)
Infec¢des gerais
ITU 74 16 58 0,167
PNA (histologica) 14 1 13 0,473
Pneumonia 29 4 25 0,866
Cmv 0 1,000
Pneumocystis 0 0 0
jiroveci
Fungica 0 0 0
Bacteriana 27 3 24 0,580
Helminto 1 1 0 0,420
(Strongildides
stercoralis)
Infeccao de sitio 17 4 13 0,491
cirdrgico
Sinusite 19 2 17 0,544
Traqueobronquite 20 3 17 1,000
Diarréia 19 4 15 1,000
Tuberculose 3 1 2 1,000

Quanto as infec¢bes flngicas analisadas, a candidiase oral foi diagnosticada em
20 pacientes, mas somente um paciente era do grupo soropositivo para HHV-8. Nao foi
encontrado nenhum paciente com candidiase invasiva. Feohifomicose e histoplasmose
foram diagnosticadas apenas no grupo soronegativo. Ndo se obteve nenhum diagnéstico

de criptococcose, aspergilose e mucormicose nos pacientes estudados (Tabela 8).
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Tabela 8. Analise da frequéncia e porcentagem da presenca das infec¢Bes flngicas em

cada grupo de HHV-8.

Total HHV8 HHV8 Valor p
positivo negativo
N (%) 200 33 (16,5) 167 (83,5)
Fungica
Candidiase oral 20 1 19 0,208
Histoplasmose 1 0 1 1,000
Feohifomicose 1 0 1 1,000

Em relacdo as infeccBes endémicas, a estrongiloidiase foi a infeccdo mais comum
ocorrendo em trés pacientes, mas apenas um paciente era do grupo soropositivo para
HHV-8. As outras infeccbes endémicas como esquistossomose, leishmaniose e
paracoccidioidomicose foram diagnosticadas somente em paciente soronegativo para
HHV-8. Ndo houve nenhum caso de ascaridiose, leptospirose, dengue e toxoplasmose
(Tabela 9).

Tabela 9. Analise da freqiiéncia e porcentagem da presenca das infeccdes endémicas em
cada grupo de HHV-8.

Total HHV8 HHV8 Valor p
positivo negativo

N (%) 200 33 (16,5) 167 (83,5)
Endémicas
Estongiloidose 3 1 2 0,420
Esquistossomose 1 0 1 1,000
Leishmaniose 1 0 1 1,000
Paracoccidioidomicose 1 0 1 1,000

Os pacientes que apresentaram febre de origem indeterminada foram
acompanhados até o diagnéstico definitivo. Foram encontrados 15% dos pacientes

receptores de transplante renal com este diagnostico sendo que a maioria dos pacientes
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obteve o0s seguintes diagnoésticos finais por ordem de freqiiéncia: citomegalovirose,
neoplasia, tuberculose e histoplasmose. Dos pacientes soropositivos para HHV-8 com
febre de origem indeterminada, cinco apresentaram citomegalovirose como diagnéstico

definitivo, trés neoplasias ap6és o transplante e um, tuberculose (Tabela 10).

Tabela 10. Analise da frequiéncia de febre de origem indeterminada em cada grupo de

HHV-8 e seu diagnéstico final.

Total HHV8 HHV8 Valor p
positivo negativo

N (%) 200 33 (16,5) 167 (83,5)
Febre de origem indeterminada
CMV 17 5 12 0,166
Tuberculose 3 1 2 0,420
Neoplasia e Doenca 9 3 6 0,170
linfoproliferativa
Histoplasmose 1 0 1 1,000

Cinquienta e nove pacientes (30%) apresentaram episodios de rejeicdo aguda
sendo que, 33% eram do grupo dos pacientes soropositivos e 29% no grupo dos
soronegativos. Destes pacientes, a maioria (26%) foi tratada com Prednisolona 1g/dia por
3-5 dias (pulsoterapia com Solu-medrol®), seguidos do uso de OKT3 (3%). Somente um
paciente recebeu timoglobulina. Ndo houve diferenca estatistica entra 0s grupos
soropositivos e soronegativos para HHV-8. No pacientes soropositivos para HHV-8, 30%
receberam como tratamento anti-rejeicdo, pulsoterapia com Solu-medrol® e 3%

receberam OKT3. Nenhum paciente soropositivo recebeu timoglobulina (Tabela 11).
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Tabela 11. Avaliacdo de rejeicdo aguda nos pacientes soropositivos para HHV-8 pré-

transplante.

Total HHV8 HHV8 Valor p
positivo negativo
N (%) 200 33 (16,5) 167 (83,5)
Rejeicdo aguda 59 (30) 11 (33) 48 (29) 0,664
Solumedrol 52 (26) 10 (30) 42 (25) 0,644
Timoglobulina 1(01) 0 (00) 1(01) 1,000
OKT3 6 (03) 1 (03) 5 (03) 1,000

Neste estudo, vinte e quatro (12%) pacientes perderam o enxerto renal sendo que,
21% destes pertenciam ao grupo soropositivo para HHV-8 e somente 10% eram do grupo
soronegativo. A andlise deste dado mostrou uma tendéncia marginal a significancia
(p=0,084) (Tabela 12).

Nove pacientes foram a Obito até o final do estudo e nenhum destes pacientes

pertenciam ao grupo soropositivo (Tabela 12).

Tabela 12. HHV8 pré-transplante e perda do enxerto e ébito apés transplante renal.

Total HHV8 HHV8 P
positivo negativo
N (%) 200 33 (16,5) 167 (83,5)
Perda do enxerto * 24 (12) 7 (21) 17 (10) P=0,084
Obito 9 (05) 0 (00) 9 (05) P=0,360

As neoplasias foram avaliadas apos o transplante renal e foram diagnosticadas em
9% dos pacientes do grupo soropositivo e 3% no grupo soronegativo (p=0,128). Doenca
linfoproliferativa pos-transplante (PTLD) foi diagnosticada em apenas um paciente

soronegativo. Nao houve nenhum caso de Sarcoma de Kaposi neste estudo (Tabela 13).
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Tabela 13. HHV8 pré-transplante e neoplasia apds transplante renal.

Total HHV8 HHV8 P
positivo negativo
N (%) 200 33 (16,5) 167 (83,5)
Neoplasia pés-transplante 8 (04) 3 (09) 5 (03) P=0,128
PTLD 1 (01) 0 (00) 1 (01) P=1,00
Sarcoma de Kaposi 0 (00) 0 (00) 0 (00)

5.4. Prevaléncia da infec¢cdo primaria pelo HHV-8 ap 0s o transplante renal
(soroconversao)

Dos 167 pacientes soronegativos para HHV-8 previamente ao transplante renal,
onze (11/167 — 6,58%) soroconverteram. Ao final dos seis meses apds o transplante
obtivemos uma taxa global de 22% (44/200) de soropositividade nos receptores de
transplante renal (Tabela 14). A maioria dos pacientes (6/11) soroconverteu dentro dos
trés primeiros meses. Somente um dos pacientes que soroconverteu possuia o doador

soropositivo (Tabela 15).

Tabela 14. Soroprevaléncia pelo HHV-8 em 200 receptores antes e apds o transplante

renal.
Epoca da sorologia HHV-8 HHV-8 TOTAL
POSITIVO NEGATIVO
Sorologia pré-transplante 33(16,5%) 167 200
Sorologia apés o transplante 11 (6,58%) 156 167
Soroprevaléncia ap6és o transplante 44 (22%) 156 200

64




Tabela 15. Tempo de soroconversao apés o transplante

NUmero de pacientes Doador Segunda amostra Terceira amostra
relacionado (3 meses apos (seis meses apoés o
transplante) transplante)
Paciente 1 (M.B.G.) NEGATIVO SIM NAO
Paciente 2 (J.V.S) NEGATIVO SIM NAO
Paciente 3 (A.C.C) NEGATIVO NAO SIM
Paciente 4(J.J.1) NEGATIVO NAO SIM
Paciente 5 (S.R.F) NEGATIVO SIM NAO
Paciente 6 (C.Q.S) NEGATIVO SIM NAO
Paciente 7(H.V) NEGATIVO SIM NAO
Paciente 8 (J.E.S) NEGATIVO NAO SIM
Paciente 9 (C.M) POSITIVO SIM NAO
Paciente 10 (C.F.C) NEGATIVO NAO SIM
Paciente 11 (M.A.S) NEGATIVO NAO SIM
TOTAL (11 Pacientes) 1 Paciente 6 Pacientes 5 Pacientes

5.4.1. Avaliacdo demografica e de fatores de risco nos pacientes que
soroconverteram

Destes onze pacientes que soroconverteram, 55% pertenciam ao sexo masculino
e 45% eram do sexo feminino. A idade variou de 23 a 48 anos e a média foi de 35,5 anos
com desvio-padréo de + 8,4 anos.

Desta subpopulagéo, todos os pacientes se declaravam heterossexuais, nenhum
relatou uso de preservativos durante relacdo sexual, somente um paciente apresentou
DST e relatou uso de drogas endovenosas, antes do transplante. Nenhum dos onze
pacientes apresentava sorologia positiva para HIV e Hepatite B. Em relacdo a hepatite C,
somente um paciente apresentou sorologia positiva concomitante ao HHV-8, na avaliacdo
realizada antes do transplante. Dez pacientes possuiam sorologia positiva pré-transplante
para citomegalovirus (Tabela 16).

Cinco dos pacientes que soroconverteram receberam transfuséo pré- transplante e
nenhum deles necessitou de transfuséo apds (Tabela 16).

Todos os pacientes que apresentaram sorologia para HHV-8 apds o transplante

foram submetidos a tratamento hemodialitico antes do transplante em um periodo que
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variou de um a 84 meses, média de 26,1 meses. Nenhum paciente foi submetido a
tratamento dialitico apds o transplante (Tabela 16).

Dez (91%) destes receberam rim de doador vivo, sendo que 36% eram HLA I,
45% eram HLA Il e 9% eram HLA Ill. Ao passo que, 9% dos receptores soropositivos

haviam recebido transplante renal de doador falecido.

Tabela 16. Analise das variaveis estudadas no grupo de receptores de transplante renal

que soroconverteram apds o transplante renal.

HHV8 pos-tx HHV8 pos-tx Valor
positivo negativo p
N (%) 11 (07) 156 (93)
Idade 35.548.4 (23-48) 39.1+12.3 (7+69) 0,340
Sexo
Masculino 6 (55) 97 (62) 0,750
Feminino 5 (45) 59 (38)
Homossexual 0 (00) 00
Heterossexual 11 (100) 156 (93) 0,643
UDEV 1 (09) 04 (03) 0,292
DST 1 (09) 17 (11) 1,000
Uso de preservativo 0 (00) 00 (00)
Hepatite B 0 (00) 04 (03) 1,000
Hepatite C 1 (09) 11 (07) 1,000
HIV+ 0 (00) 00 (00)
Sorologia CMV pré-tx positiva 10 (91) 139 (89) 1,000
Transfusdo pré-transplante 5 (45) 104 (67) 0,193
Transfusdo pés-transplante 00(00) 10(06) 0,629
Tempo em didlise 26.1£25.4(1-84) 28.8+24.6(1-96) 0,729
Hemodilise 11 (100) 156 (93) 0,643
Tipo de doador
VIVO HLAI 4(36) 33 (21) 0,695
HLAII 5 (45) 71 (45)
HLAIII 1(9) 26 (16)
FALECIDO 1(9) 26 (16)
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Na analise dos imunossupressores até o diagnéstico de soroconversédo pelo HHV-
8, a maioria dos pacientes recebeu ciclosporina (7 pacientes) seguidos da azatioprina (6
pacientes). Dois pacientes receberam tacrolimo, dois micofenolato mofetil, dois receberam
FTY 720 e dois receberam daclizumab, havendo uma tendéncia marginal a positividade
(p=0,089). Apenas um paciente recebeu os imunossupressores rapamicina e everolimo.

Nenhum dos pacientes do grupo que soroconverteu recebeu basiliximab (Tabela 17).

Tabela 17. Imunossupressao inicial e HHV8 pds-transplante.

HHV8 pré-tx HHV8 pds-tx HHV8 po6s-tx Valor p
negativo positivo negativo
N (%) 167 (100) 11 (07) 156 (93)
Ciclosporina 98 (59) 7 (64) 91 (58) 0,765
Tacrolimo 48 (29) 2 (18) 46 (30) 0,515
Azatioprina 85 (51) 6 (55) 79 (51) 1,000
Micofenolato 50 (30) 2 (18) 48 (31) 0,508
Mofetil
Rapamicina 17 (10) 1(09) 16 (10) 1,000
Everolimo 10 (06) 1 (09) 9 (06) 1,000
FTY720 15 (09) 2 (18) 13 (08) 0,258
Basiliximab 11 (07) 0 (00) 11 (07) 0,618
Daclizumab* 08 (05) 2 (18) 06 (04) 0,089
*  P=0,089

Em relacdo a sintomatologia relatada nestes pacientes no momento do diagnéstico
de soroconversdo, o paciente (nimero 3) sempre se queixava nas consultas de fraqueza
principalmente no periodo da tarde, o paciente 4 relatou artralgia em joelhos, paciente 5
apresentou herpes zoster unidermatdmico um més antes da soroconversao, paciente 7
apresentou infeccao do trato urinario por Klebsiella pneumoniae e infeccdo uretral por
Staphylococcus aureus e finalmente o paciente nimero 8 apresentou rash cuténeo
macropapular difuso sem nenhum outro sinal e sintoma associado como, por exemplo,
febre, mal estar, linfoadenomegalias ou hepatoesplenomegalia, durando em torno de uma
semana. Nao foi encontrada a associacdo com CMV e também, com nenhuma reacgéo

67




medicamentosa. Os outros pacientes ndo apresentaram sinais ou sintomas no momento
da soroconverséao (Tabela 18).
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Tabela 18. Avaliacao clinica e evolutiva dos pacientes que soroconverteram.

PACIENTES QUE INFECCOES SINTOMAS NEOPLASIA REJEICAO SOROLOGIA SOROLOGIA PCR PERDA
SORO tempo apds o transplante no periodo da tempo apos o tempo apos o DOADOR tempo apds DO
CONVERTERAM soroconversao transplante transplante o] ENXERTO
transplante
Pacientel (M.B.G) 1 més ap6s o transplante Nao Nao Nao Negativo Litico/ 3 Negativo Nao
(ISC por enterococcus e meses
klebsiella ESBL)
Paciente 2 (J.V.S) Nao Nao Nao Nao Negativo Litico/ 3 Negativo Nao
meses
Paciente 3 (A.C.C) Nao Fragueza no Nao Nao Negativo Litico/3 Negativo Nao
periodo meses
da tarde
Paciente 4 (3.J.1) Nao Artralgia Neoplasia de Nao Negativo Litico/3 Negativo Nao
em joelhos mama meses
(lanoe?7
meses)
Paciente 5 (S.R.F) Nao Herpes zoster Nao Nao Negativo Litico/3 Negativo Nao
(5M APOS TX) meses
Paciente 6 (C.Q.S) N&o N&o N&o N&o Negativo Litico/ LANA Negativo N&o
6 meses
Paciente 7 (H.V) PNA Histoldgica ITU por Klebsiella N&o Sim Negativo Litico/6 Negativo N&o
(15 DIAS) Infeccéo uretral -solumedrol meses
CMV primério por (6 dias)
(1MES) Staphylococcus - OKT3
aureus (12 dias)
Paciente 8 (J.E.S) Diarréia Rash cutaneo N&o Sim Negativo Litico/3 Negativo N&o
macropapular -solumedrol meses
difuso (6 dias)
Paciente 9 (C.M) N&o N&o N&o N&o Litico e ELISA Litico/6 Negativo N&o
Positivos meses
Paciente 10 (C.F.C) Nao Nao Nao Sim Negativo Litico/6 Negativo Sim
-solumedrol meses (rejeicédo
(2 meses) aguda
vascular)
Paciente 11 (M.A.S) PNA histolégica Nao Nao Sim Negativo Litico/6 Negativo Nao
(16 dias) -solumedrol meses
ITU por (2 meses)
Enterobacter
(45 dias)
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Outras infeccdes ocorridas no pos-transplante foram investigadas até a
soroconversao dos pacientes que eram previamente soronegativos para HHV-8. Dos onze
pacientes que soroconveretram somente um apresentou infec¢éo de sitio cirdrgico por
Klebsiella pneumoniae e Enterococcus SP (Paciente 1), o paciente 7 que era previamente
ao transplante soronegativo para CMV, apresentou doenca primaria por este virus. Dois
pacientes (nimero 7 e 11) apresentaram pielonefrite histolégica com microabscessos,
causadas por Escherichia coli e posteriormente, 0 mesmo paciente (nimero 11)
apresentou infeccdo do trato urinario por Enterobacter SP e por ultimo, o paciente nimero
8 apresentou quadro de diarréia aquosa sem agente definido. O restante dos pacientes
gue soroconverteram ndo apresentaram nenhuma das outras infeccdes investigadas
(Tabela 19).

Somente um dos pacientes que soroconverteu, apresentou neoplasia de mama
um ano e sete meses apods o transplante. Nenhum paciente apresentou SK até o
acompanhamento final dos dois anos apoés o transplante (Tabela 18).

Quatro pacientes que soroconverteram tiveram diagndstico de rejeicdo aguda. Um
dos pacientes recebeu tratamento inicial com pulsoterapia com prednisolona, e sendo
uma rejeicdo cortico-resistente, recebeu posteriormente OKT3. Os outros trés pacientes
receberam tratamento com pulsoterapia com prednisolona. Todos apresentaram rejeicao
antes da soroconversdo para HHV-8. Nenhum paciente recebeu timoglobulina (Tabela
19).

Um paciente perdeu o enxerto por rejeicdo aguda vascular e henhum paciente

evoluiu para 6bito (Tabela 19).
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Tabela 19. Avaliacdo de rejeicdo aguda, perda do enxerto, 6bito e neoplasia nos

pacientes que soroconverteram para HHV-8 apds o transplante renal.

HHV8 pds-tx HHV8 pds-tx Valor p
positivo negativo

N (%) 11 (07) 156 (93)
Rejeicdo aguda 4 (36) 38 (24) 0,471
Pulsoterapia com 4 (36) 38 (24) 0,471
prednisolona
OKT3 01 (09) 04 (03) 0,292
Timoglobulina 00 (00) 01 (01) 1,000
Perda do enxerto 01 (09) 16 (10) 1,000
Obito 00 (00) 09 (06) 0,643
Neoplasia pés- 01 (09) 04 (03) 0,292

transplante
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5.5. Avaliacdo global de todos pacientes receptores de transplante renal
soropositivos para HHV-8 pré e pés o transplante.

Tabela 20. Dados comparativos entre 44 pacientes receptores soropositivos (pré-
transplante e também, os que soroconverteram) para HHV-8 versus os 156 pacientes que
permaneceram com sorologia negativa apos o transplante renal.

HHV8 pré e pos-tx HHV8 pré-tx Valor p
positivos negativo
N (%) 44 156
Idade 42,2 +13,9 39,1+123 0,161
Sexo
Masculino 27 (61,4) 97 (62,2) 1,000
Feminino 17 (38,6) 59 (37,8)
Transfusao
Pré-transplante
N° pacientes 22 (50%) 104 (67%) 0,052
N° sesséo 1,9+09 3,3+3,2 0,046
Tipo de transplante
HLA | 9 (20,5) 33(21,1) 0,410
HLA I 23 (52,2) 71 (45,5)
HLA 111 9 (20,5) 26 (16,7)
Falecido 3 (6,8) 26 (16,7)
Etiologia IRC
GNC 9 (20,5) 41 (26,3) 0,694
HAS 8 (18,2) 38 (24,4)
DM 3(6,8) 8 (5,1)
PNC 1(2,3) 5@,2)
Outros e indet. 23 (52,2) 64 (41,0)
Tratamento dialitico
Hemodialise 39 (88,6) 138 (88,5) 1,000
Peritonial 3 (6,8) 11 (7,0)
Conservador 2 (4,6) 7 (4,5)
Hepatite B 1(2,3) 4 (2,6) 1,000
Hepatite C 2 (4,5) 11 (7,0) 0,737
DST 6 (13,6) 17 (10,9) 0,790
UDEV 1(2,3) 4 (2,6) 1,000
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Nas 76 receptoras de transplante renal do sexo feminino 17 apresentavam
sorologias positivas para HHV-8 e nos 124 receptores do sexo masculino 27
apresentavam sorologias positivas para HHV-8 (Tabela 20).

Nos pacientes receptores que apresentavam sorologias positivas para HHV-8 a
idade variou de 13 anos a 75 anos, apresentando uma média de idade de 42,2 anos
(Tabela 20).

Dos 44 receptores que eram HHV-8 soropositivos (Tabela 20), 22 (50%) ja haviam
recebido pelo menos uma transfusao sangiinea pré-transplante com uma média de 1,9
transfusGes e desvio padrdo de + 0,9. Dos 156 pacientes receptores soronegativos para
HHV-8, 104 (67%) também ja haviam recebido transfusdo sangiliinea, sendo observada
diferenca estatistica significante entre esses dois grupos (p=0,052 no numero de
pacientes que receberam transfusdes e p= 0,046 na média de transfusfes recebidas).

Em relacdo ao tratamento dialitico, ndo foi encontrada significAncia estatistica. Dos
44 receptores de transplante que apresentavam sorologia anti-HHV-8 positiva, 6,8%
faziam dialise peritoneal e 88,64% dos pacientes eram submetidos a hemodialise e dois
pacientes permaneciam em tratamento conservador (Tabela 20).

Dos 44 pacientes que eram soropositivos para HHV-8, 3 receberam o transplante
renal de doadores falecidos e 41 destes receberam rim de doadores vivos, sendo que 9
eram HLA |, 23 eram HLA Il e 9 eram HLA Il (Tabela 20).

Apenas um paciente apresentava sorologia para Hepatite B antes do transplante e
dois para Hepatite C, concomitante ao virus HHV-8. Seis pacientes soropositivos
relataram ter apresentado DSTs antes do transplante e apenas um paciente do grupo

soropositivo para HHV-8 fez uso de drogas endovenosas (Tabela 20).
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Tabela 21. Imunossupressao inicial nos receptores de transplante renais infectados e nao
infectados pelo HHV-8.

HHV8 pré e pbs-tx HHV8 pré-tx Valor p
positivo negativo

N (%) 44 156
Ciclosporina 22 91 0,390
Tacrolimo 17 46 0,273
Azatioprina 21 79 0,865
Micofenolato Mofetil 13 48 1,000
Rapamicina 6 16 0,586
Everolimo 1 9 0,465
FTY720 4 13 1,000
Basiliximab 3 11 1,000
Daclizumab 6 (14%) 6 (4%) 0,026

Nos pacientes soropositivos para HHV-8 antes e apdés o transplante renal foi
avaliado o esquema de imunossupressao inicial. Os imunossupressores mais utilizados
foram a ciclosporina (22 pacientes), azatioprina (21 pacientes) e tacrolimo (17 pacientes).
Seguidos do micofenolato mofetil (13 pacientes), rapamicina (6 pacientes), daclizumab (6
pacientes), basiliximab (3 pacientes), FTY 720 (4 pacientes) e everolimo (1%). Somente
houve significAncia estatistica quando o paciente recebeu daclizumab (p=0,026). Todos
0s pacientes receberam prednisona (Meticorten®). A tabela 21 mostra o esquema
imunossupressor utilizado pelos receptores infectados e ndo infectados pelo HHV-8.
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Tabela 22. Avaliacdo de rejeicdo aguda, perda do enxerto, 6bito e neoplasia nos

pacientes infectados e nao infectados pelo HHV-8 apds o transplante renal.

HHV8 pré e pbs-tx HHV8 pré-tx Valor p
positivo negativo

N (%) 44 156
Rejeicdo aguda 15 44 0,335
Solu-medrol® 14 38 0,416
Timoglobulina 0 1,000
OKT3 2 4 0,615
Perda do enxerto 8 16 0,188
Obito 0 9 0,211

Cinqlienta e nove pacientes (30%) apresentaram episodios de rejeicdo aguda
sendo que, 15 pacientes eram soropositivos e 44 soronegativos. Destes pacientes, a
maioria (26%) foi tratada com Prednisolona 1g/dia por 3-5 dias (pulsoterapia com Solu-
medrol®), seguidos do uso de OKT3 (3%). Somente um paciente recebeu timoglobulina.
Nao houve diferenca estatistica entra os grupos soropositivos e soronegativos para HHV-
8. No pacientes soropositivos para HHV-8, 31,8% receberam como tratamento anti-
rejeicdo, pulsoterapia com Solu-medrol® e 4,54% receberam OKT3. Nenhum paciente
soropositivo recebeu timoglobulina (Tabela 22). Nenhum paciente recebeu tratamento de
inducdo com OKT3 ou timoglobulina.

Neste estudo, vinte e quatro (12%) pacientes perderam o enxerto renal sendo que,
18,2% destes pertenciam ao grupo soropositivo para HHV-8 e somente 10,25% eram do
grupo soronegativo (Tabela 22).

Nove pacientes foram a Obito até o final do estudo e nenhum destes pacientes

pertencia ao grupo soropositivo (Tabela 22).
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Tabela 23. Pacientes soropositivos para HHV-8 e neoplasia apds transplante renal.

HHV8 pré e pbs-tx HHV8 pré-tx Valor p
positivo negativo
N (%) 44 156
Neoplasia pos-tx 4 (9%) 4 (3%) 0,072
PTLD 0 1 1,000
SK 0 0 0

As neoplasias foram avaliadas apos o transplante renal e foram diagnosticadas em
9% dos pacientes do grupo soropositivo e 3% no grupo soronegativo (p=0,072), tendo
uma tendéncia a significAncia. Doenca linfoproliferativa pés-transplante (PTLD) foi
diagnosticada em apenas um paciente soronegativo. Nao houve nenhum caso de

Sarcoma de Kaposi neste estudo (Tabela 23).

Tabela 24. Infec¢des apds o transplante renal nos receptores infectados e ndo infectados
pelo HHV-8.

HHV-8 positivo pré e HHV-8 negativo Valor p

poés tx pés tx

N(%) 44 156
Infeccbes Virais 14 (31,8) 69 (44,2) 0,655
Infeccbes Bacterianas 40 (90,9) 154 (98,7) 0,278
Infeccdes Fungicas 3(6,8) 19 (12,2) 0,367
Infec¢des Endémicas 1(2,3) 5(3,2) 0,749

As infeccdes bacterianas (Tabela 24) foram as infec¢cdes mais comuns (90,9%)
nos receptores de transplante renal soropositivos para HHV-8, seguidas das infec¢des
virais (31,8%), fungicas (6,8%) e endémicas (2,3%).

Das infec¢des virais, as infec¢des causadas pelos herpes foram as mais
encontradas nos pacientes soropositivos (18,2%), seguidas das citomegaloviroses

(11,3%). O HPV foi encontrado em apenas uma paciente (Tabela 24).
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As infec¢Bes urindrias foram as infec¢des bacterianas mais diagnosticadas nos
receptores de transplante renal HHV8 positivo (45,5%), as infec¢des de vias aéreas foram
encontradas em torno de 20% e as infec¢des de sitio cirdrgico e diarréias em 11, 4% dos
pacientes. Tuberculose foi diagnosticada em apenas um paciente dos receptores
soropositivos (Tabela 24).

A candidiase oral foi a infeccdo fingica mais encontrada (6,8%) nos pacientes
soropositivos e 10,9% nos soronegativos (Tabela24).

Somente um paciente apresentou estrogiloidiase, ndo sendo encontrada outra

infeccdo endémica nos pacientes soropositivos para HHV-8 (Tabela 24).
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Tabela 25. Andlise da freqiiéncia e porcentagem da presenca das infeccbes gerais em

cada grupo de HHV-8.

HHV-8 POSITIVO HHV-8 NEGATIVO VALOR p

PRE E POS TX POS TX
N(%) 44 156
INFECCOES VIRAIS
-HERPES (Simples+
_ 8 (18,2) 50 (32,0) 0,346
Zoster+Varicela)
-CMV 5(11,3) 11 (7,1) 0,650

-OUTROS (HPV+
Adenovirus+Poliomavirus+ 1(2,3) 8 (5,1) 0,508
Parvovirus+EBYV)
INFECCOES BACTERIANAS

-ITU (ITU+PNA) 20 (45,5) 68 (43,5) 0,496

-INFECCOES DE VIAS
AEREAS (Pneumonia+ 9 (20,5) 58 (37,2) 0,233

Sinusite+Traqueobronquite)

-DIARREIA 5(11,4) 14 (8,9) 0,535
-INFECCAO DE SITIO
. 5(11,4) 12 (7,7) 0,539
CIRURGICO
-TUBERCULOSE 1(2,3) 2(1,3) 0,633
INFECCOES FUNGICAS
-CANDIDIASE 3(6,8) 17 (10,9) 0,426
-OUTRAS 0 2(1,3) 0,450
INFECCOES ENDEMICAS
1(2,3) 5 (3,2) 0,749

(TODAS)
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5.5.1. Andlise laboratorial do hemograma completo e também da creatinina
nos pacientes soropositivos e negativos para HHV-8 apos o transplante renal.

Avaliou-se dados laboratoriais como hemoglobina, hematdcrito, leucograma geral,
plaquetas e creatinina durante a avaliagdo pré-transplante, trés e seis meses apés o
transplante e também apds um e dois anos nos pacientes previamente soropositivos e
nos soronegativos. Nao foi encontrada diferenca estatistica em todas as analises (vide

figuras abaixo).

Figura 10. Nivel sanguineo de hemoglobina apés transplante renal.
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Figura 11. Nivel sanguineo de hematdcrito apos transplante renal.
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Figura 12. Nivel sanguineo de leucdcitos apés trans  plante renal.
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Figura 13. Nivel sanguineo de plaquetas apds transplante renal.
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Figura 14. Nivel sérico de creatinina apds transpla  nte renal.
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5.6. Desempenho dos métodos soroldgicos para o diag noéstico da infeccao
pelo HHV-8.

5.6.1. Desempenho dos métodos soroldgicos para o di  agndstico da infec¢do pelo
HHV-8 antes do transplante renal.

O método IFA, para a pesquisa de anticorpos contra antigenos da fase latente
(LANA), detectou nos receptores e doadores de transplante renal 1,75% de positividade e
para pesquisa de anticorpos contra a fase litica 11% de positividade.

Pelo método de ELISA para anticorpos contra antigenos da fase litica do virus
2,75% dos soros foram reagentes.

Nos doadores de transplante renal, 0 método IFA para a pesquisa de anticorpos
contra antigenos da fase latente (LANA) detectou 2,0% de positividade e para pesquisa
de anticorpos contra a fase litica 7,5% de positividade. Pelo método de ELISA para
anticorpos contra antigenos da fase litica do virus 3% dos soros foram reagentes.

Nos receptores de transplante renal, 0 método IFA para a pesquisa de anticorpos
contra antigenos da fase latente (LANA) detectou 1,5% de positividade e para pesquisa
de anticorpos contra a fase litica 14,5% de positividade. Pelo método de ELISA para

anticorpos contra antigenos da fase litica do virus 3,5% dos soros foram reagentes.

Tabela 26. Andlise global dos resultados obtidos com os ensaios de IFA-LITICO, IFA-
LANA e ELISA-LITICO para a pesquisa de anticorpos dirigidos ao HHV-8 em populacio
de pacientes doadores e receptores antes do transplante renal.

Pacientes N IFA-LITICO IFA-LANA ELISA-LITICO
Doadores 200 15 (7,5%) 4 (2%) 6 (3,0%)
Receptores 200 29 (14,5%) 3 (1,5%) 7 (3,5%)

N= nimero total de pacientes
O teste IFA-LITICO apresentou, isoladamente, o melhor desempenho, sendo

positivo em 44 amostras estudadas (70% do total das amostras consideradas positivas

neste estudo).
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Figura 15. Numero de amostras soropositivas ao HHV-8 nos pacientes receptores de

transplante renal de acordo com os testes soroldgicos utilizados.
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Figura 16. Numero de amostras soropositivas ao HHV-8 nos pacientes doadores de
transplante renal de acordo com 0s testes sorolégicos

utilizados.
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Os doadores de transplante renal somente obtiveram uma Unica amostra
sorolégica no dia do transplante e dos 19 pacientes que foram soropositivos 5 receptores
relacionados ja apresentavam soropositividade para HHV-8 no dia do transplante. Todos
0s receptores que apresentavam doador soropositivo para HHV-8 foram acompanhados
mensalmente através dos trés métodos soroldgicos e apenas um receptor soroconverteu

nos primeiros seis meses apos o transplante.

Tabela 27. Acompanhamento dos receptores que possuiam doador soropositivo antes do

transplante.

DOADORES Receptores relacionados Receptores relacionados
SOROPOSITIVOS aos doadores aos doadores
SOropositivos pré- soropositivos poés-
transplante transplante
19 PACIENTES 4 PACIENTES 1 PACIENTE

Os receptores previamente soropositivos ao transplante se mantiveram
soropositivos para HHV-8 apds o transplante, durante os seis meses de avaliacdo

sorolégica.

5.6.2. Desempenho dos métodos soroldgicos para o di  agndstico da infec¢do pelo
HHV-8 apo6s o transplante renal.

Nos onze receptores que se tornaram soropositivos apés o transplante renal, o
método IFA para a pesquisa de anticorpos contra antigenos da fase latente (LANA) foi
detectado em apenas um paciente e para pesquisa de anticorpos contra a fase litica em
onze pacientes. Pelo método de ELISA para anticorpos contra antigenos da fase litica do

virus nenhum dos soros foi reagente.
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Tabela 28. Anélise global dos resultados obtidos com os ensaios de IFA-LITICO, IFA-
LANA e ELISA-LITICO para a pesquisa de anticorpos dirigidos ao HHV-8 em populacio

de pacientes receptores ap6s o transplante renal

NUMERO DE DOADOR IFA-LITICO IFA-LANA ELISA-

PACIENTES RELACIONADO LITICO
PACIENTE 1 (M.B.G.) NEGATIVO SIM NAO NAO
PACIENTE 2 (J.V.S) NEGATIVO SIM NAO NAO
PACIENTE 3 (A.C.C) NEGATIVO SIM NAO NAO
PACIENTE 4 (J.J.1) NEGATIVO SIM NAO NAO
PACIENTE 5 (S.R.F) NEGATIVO SIM NAO NAO
PACIENTE 6 (C.Q.S) NEGATIVO SIM SIM NAO
PACIENTE 7 (H.V) NEGATIVO SIM NAO NAO
PACIENTE 8 (J.E.S) NEGATIVO SIM NAO NAO
PACIENTE 9 (C.M) LITICO E ELISA SIM NAO NAO

POSITIVOS

PACIENTE 10 (C.F.C) NEGATIVO SIM NAO NAO
PACIENTE 11 (M.A.S) NEGATIVO SIM NAO NAO
TOTAL (11 PACIENTES) 1 PACIENTE 11 PACIENTES 1 PACIENTE O PACIENTE

5.6.3. Desempenho do método de PCR para o diagndsti  co da infeccdo pelo HHV-8.

Foram avaliadas, no total, 139 amostras de soros dos pacientes receptores e
doadores de transplantes renais infectados pelo HHV-8 ou com possibilidade de té-lo. De
todas as amostras analisadas apenas uma foi positiva, sendo uma amostra de um dos
doadores soropositivos. Duas amostras foram fracamente positivas (receptor relacionado
a um doador soropositivo para HHV-8 e de um paciente que soroconverteu), mas estas
amostras nao foram consideradas. Em todas as amostras dos receptores soropositivos
pré-transplante foram realizadas a PCR, sendo que em nenhuma foi positiva.

Nos doadores de transplante renal soropositivos foram realizadas somente uma
Unica amostra coletada no dia do transplante sendo encontrada apenas uma amostra
positiva. Seus receptores relacionados foram avaliados através da PCR no dia do

transplante e apds, no terceiro e sexto més, nenhuma amaostra foi positiva (Tabela 29).
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relacionados

Tabela 29. Analise da PCR nos doadores soropositivos para HHV-8 e seus receptores

PACIENTE PCR-HHV-8 RECEPTORES PCR-HHV-8

DOADOR (1 AMOSTRA) RELACIONADOS (3 AMOSTRAS)
PACIENTE 1 NEGATIVO PACIENTE 1 NEGATIVO
PACIENTE 2 NEGATIVO PACIENTE 2 NEGATIVO
PACIENTE 3 NEGATIVO PACIENTE 3 NEGATIVO
PACIENTE 4 NEGATIVO PACIENTE 4 NEGATIVO
PACIENTE 5 POSITIVO PACIENTE 5 NEGATIVO
PACIENTE 6 NEGATIVO PACIENTE 6 NEGATIVO
PACIENTE 7 NEGATIVO PACIENTE 7 NEGATIVO
PACIENTE 8 NEGATIVO PACIENTE 8 NEGATIVO
PACIENTE 9 NEGATIVO PACIENTE 9 NEGATIVO
PACIENTE 10 NEGATIVO PACIENTE 10 NEGATIVO
PACIENTE 11 NEGATIVO PACIENTE 11 NEGATIVO
PACIENTE 12 NEGATIVO PACIENTE12 NEGATIVO
PACIENTE 13 NEGATIVO PACIENTE 13 Fracamente

positivo

PACIENTE 14 NEGATIVO PACIENTE 14 NEGATIVO
PACIENTE 15 NEGATIVO PACIENTE 15 NEGATIVO
PACIENTE 16 NEGATIVO PACIENTE 16 NEGATIVO
PACIENTE 17 NEGATIVO PACIENTE 17 NEGATIVO
PACIENTE 18 NEGATIVO PACIENTE 18 NEGATIVO
PACIENTE 19 NEGATIVO PACIENTE 19 NEGATIVO

Todas as amostras dos pacientes que soroconverteram coletadas no dia do
transplante, e também, com trés e seis meses ap6s, foram feitas as analises da PCR e

nenhuma amostra foi positiva (Tabela 30).
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Tabela 30. Analise da PCR nos pacientes que soroconverteram para HHV-8 ap0s o transplante

renal

NUMERO DE PACIENTES DOADOR PCR HHV-8
RELACIONADO (PCR)
PACIENTE 1 (M.B.G.) NAO REALIZADO NEGATIVO
PACIENTEZ2 (J.V.S) NAO REALIZADO NEGATIVO
PACIENTE 3 (A.C.C) NAO REALIZADO NEGATIVO
PACIENTE 4(J.J.1) NAO REALIZADO NEGATIVO
PACIENTE 5 (S.R.F) NAO REALIZADO NEGATIVO
PACIENTE 6 (C.Q.S) NAO REALIZADO NEGATIVO
PACIENTE 7(H.V) NAO REALIZADO NEGATIVO
PACIENTE 8 (J.E.S) NAO REALIZADO NEGATIVO
PACIENTE 9 (C.M) NEGATIVO NEGATIVO
PACIENTE 10 (C.F.C) NAO REALIZADO NEGATIVO
PACIENTE 11 (M.A.S) NAO REALIZADO NEGATIVO

5.6.3.a. Controle externo das amostras de PCR

Avaliando a quantidade de DNA o nosso controle tem 1,38 ng/uL de DNA (diluido
1/10) e a média das amostras deste estudo foi de 1,62 ng/uL; portanto, a quantidade de
DNA néo interferiu nos resultados.

Foi realizado um controle externo interlaboratorial, realizado no Laboratério de
Virologia do Instituto de Medicina Tropical de S&o Paulo do Dr. Claudio Pannuti onde 2
amostras (143 - 3,47 ng/uL de DNA e 117B - 9,40 ng/mL de DNA confirmaram negativas)
€ nosso controle positivo 1/10 deu 4.936 copias/uL em técnica de PCR por Real time.
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6. DISCUSSAO DO DOUTORADO

A soroprevaléncia do HHV-8 na populacdo geral ndo é elevada quando
comparada com os outros virus da familia Herpesviridae. A infeccdo pelo HHV-8
apresenta freqiiéncia e distribuicdo variaveis, de acordo com a regido geografica e os
grupos populacionais estudados. A soroprevaléncia é mais elevada em paises da Africa
(acima de 50%), moderada na Italia e menor em outros paises ocidentais®”.

No Brasil, a prevaléncia do HHV-8 é variavel dependendo da populacdo estudada
e do método sorolégico utilizado. Estudo realizado em pacientes HIV-negativo/SK-
negativo mostrou prevaléncia de 3,7% e em doadores de sangue de 4,6%"%. Caterino-
De-Aradjo et al.**® analisaram 81 amostras de soros de Banco de Sangue e 81 soros de
individuos infectados pelo HIV e relataram 7,4% e 30,4% de soroprevaléncia
respectivamente.

Souza et al™® descreveram que a prevaléncia da infeccdo causada pelo HHV-8
em S&o Paulo foi de 88% nos casos de SK, 18% na populacdo infectada pelo HIV e de
2,2% no grupo de DSTs, através dos métodos ELISA ORF 65 e IFI-LANA, utilizando a
linhagem celular BCBL-1.

Outro estudo realizado no Brasil, com pacientes HIV+ com e sem SK, mostrou
soroprevaléncia de 97,4% e 26% respectivamente®?®. Pierroti et al.®” avaliaram a
prevaléncia da infec¢do pelo HHV-8 em pacientes infectados pelo HIV no municipio de
Santos e encontraram uma taxa de 13,9%, sendo significantemente maior no sexo
masculino e entre HSH.

No estudo atual, realizado no Hospital do Rim e Hipertensdo da UNIFESP/EPM
foram avaliados 400 pacientes (200 receptores e 200 doadores respectivos), sendo
encontrada uma taxa de prevaléncia da infeccdo pelo HHV-8, antes do transplante, de
16,5% (33 positivos em 200 pacientes receptores) nos receptores de transplante renal e
9,5% (19 em 200 doadores) nos doadores.
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Figura 17. Dados gerais de HHV-8 no Brasil de acordo com diversos estudos soroldgicos
(60,104,209)
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A figura 17 ilustra a comparacdo da soroprevaléncia do HHV-8 nas diversas
populacdes estudadas utilizando trés métodos distintos e nota-se que na populacdo de
doadores de sangue o método que mais identificou o virus foi o Elisa (6,1%), seguido do
IFA-LITICO (2,4%), e em nenhum paciente foi detectado virus através do LANA. Nos
receptores e doadores de transplante renal o0 método com maior soropositividade foi o
IFA-LITICO (14,5% e 7,5% respectivamente), seguido do Elisa (3,5% e 3%) e por ultimo o
IFA-LANA (1,5% e 2%). Nos pacientes co-infectados pelo HIV e HHV-8 encontrou-se 26%
de soropositividade com IFA-LITICO, 7,2% com Elisa e 5,8% com IFA-LANA. Por ltimo,
o trabalho realizado nos pacientes com SK, o IFA-LITICO foi positivo em 95,2%%, Elisa
em 92,8% e o IFA-LANA em 71,4% dos pacientes.

Quando se compara a taxa encontrada neste estudo de soroprevaléncia do HHV-8
gue foi realizada nos pacientes transplantados renais (16,5% nos receptores e 9,5% nos
doadores), em relacdo a populacdo de doadores de sangue no Brasil (que é variavel de
1,8% a 7,4% devido aos diferentes métodos soroldgicos utilizados)“%***¥ encontra-se
uma taxa bastante elevada de soroprevaléncia em relagdo & populacéo geral. Pode-se
sugerir que esta populacdo de doadores de transplantes renais possua um risco maior
para adquirir o HHV-8, principalmente quando s&o doadores falecidos por ser uma
populacdo mais exposta a riscos®”.
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a. Soroprevaléncia da infeccéo pelo HHV-8 nos recep  tores de transplante renal

A literatura relata que a soroprevaléncia do HHV-8 nos pacientes transplantados é
muito variavel desde 1,1% na Polonia®® até 25% no Ird??® .

No estudo sobre a soroprevaléncia de anticorpos anti-HHV-8 em receptores de
transplante renal em Johanesburgo, na Africa do Sul, foram analisadas amostras de 430
receptores HIV negativos e a prevaléncia encontrada foi de 7,3%%%®.

Por outro lado, na Suica® a soroprevaléncia antes do transplante renal em 220
receptores foi de 6,4%.

Na Franca, durante seis anos de avaliacdo de 400 pacientes transplantados
renais, a sorologia também foi coletada antes do dia do transplante e 32 (8%) destes, ja
apresentavam anticorpos positivos para HHV-8®%:

Outro estudo também francés™*?, através do uso da IFA anti-antigenos da fase
litica, analisou 559 pacientes doadores de sangue, no qual encontraram uma
soroprevaléncia para HHV-8 de 3,2% e em 100 pacientes do grupo de doadores falecidos,
do transplante renal, foi encontrada 8% de soropositividade. Os autores atribuem este
grande numero de doadores de transplantes renais soropositivos, comparados aos
doadores de sangue, a uma alta prevaléncia de outras infec¢des virais nesta mesma
populagdo como, por exemplo, HIV e os virus das hepatites®”. Neste mesmo estudo,
também foram avaliados 99 receptores de transplante renal encontrando 15,1% de
positividade para HHV-8, sendo mais elevada do que no estudo de Francés C. et al®"
Essa diferen¢a de prevaléncia ocorrida no mesmo pais, provavelmente se deve ao uso de
um método sorolégico mais sensivel na investigacao da infeccao pelo HHV-8 como, a IFA
contra antigenos da fase litica.

Na Italia, regido endémica do HHV-8, foram analisados 175 receptores de
transplante renal obtendo-se uma soroprevaléncia no pré-transplante de 14,8%, porém a
prevaléncia encontrada na populac&o geral é em torno de 14,9% %7,

Outro estudo®® também realizado na Italia, analisou 97 pacientes transplantados
renais antes do transplante, encontrando uma positividade para HHV-8 de 16,5% (16
pacientes em 97).

Em relacdo a outros tipos de transplante de 6rgdos solidos, um estudo recente
realizado na Franca®®, em receptores de transplante cardiaco, analisou 150 pacientes
encontrando uma soroprevaléncia de 2,7% antes do transplante.

|.(230)

Marcelin et a , na Franca, avaliaram 122 doadores e seus respectivos

receptores de transplante de figado no dia do transplante e encontraram uma
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soroprevaléncia para HHV-8 de 3,3% nos doadores (4 pacientes) e de 2,5% nos
receptores (3 pacientes). E na Italia, encontrou-se 15,1% de soropositividade para HHV-8
nos receptores de transplante de figado, antes do transplante®®.

Em pacientes transplantados de medula 6ssea na Suica, foi encontrada uma

soroprevaléncia antes do transplante de 24%®""

. Na Franca, outro estudo realizado
através do LANA, em 200 pares de pacientes (doadores e receptores) transplantados de
medula éssea foi observada a soroprevaléncia no pré-transplante de 14,5% e 10%
respectivamente™?,

Quando se comparam os dados deste estudo com os trabalhos realizados na
Franca®''? e na Italia®*?*"*®) observamos que estas prevaléncias encontradas nos
doadores de transplante renal de 9,5% e de 16,5% nos receptores sao muito
semelhantes, principalmente, quando se analisa os dados da populacdo de doadores e
receptores franceses (8% e 15,1% respectivamente) em relacdo a sua populagéo geral,
que também, apresenta uma soroprevaléncia muito baixa (3,2%)™?. Diferentemente do
que observamos na populagdo geral italiana, que j& apresenta uma soroprevaléncia
elevada em torno de 7 a 25% dependendo da regido estudada®?, pois a Italia € um pais
endémico em relacdo ao HHV-8 e consequientemente, a populacdo de transplantados

também apresentara uma soropositividade para HHV-8 elevada.

b. Soroconversdo da infeccdo pelo HHV-8 nos recepto  res de transplante
renal

Como pouco se sabe sobre a soroconversdo da infeccdo pelo HHV-8 em
populagcbes de pacientes transplantados renais no Brasil, este trabalho teve a finalidade
de determinar a soroconversdo no Hospital do Rim e Hipertensdo — UNIFESP/EPM, no
periodo de 25 de abril de 2001 a junho de 2004.

Foi avaliada a soroconversao através da analise dos trés métodos soroldgicos
utilizados previamente como os anticorpos contra antigenos da fase latente (LANA),
anticorpos contra antigenos da fase litica, e também, o ELISA para anticorpos contra
antigenos da fase litica do virus. Estes métodos soroldgicos foram realizados no terceiro
e sexto més apls o transplante renal, nos receptores que eram previamente ao
transplante, soronegativos e possuiam doadores soronegativos para HHV-8. Também
foram analisados todos os receptores soronegativos de doadores soropositivos. Dos 167
receptores que eram soronegativos antes do transplante, onze deles se tornaram

soropositivos, perfazendo uma taxa de soroconversdo de 6,58%. Apenas um dos
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receptores que soroconverteu apresentava doador soropositivo antes do transplante. Ao
final de seis meses apds o transplante renal, obteve-se uma taxa global de
soropositividade para o HHV-8 de 22%. A maioria dos pacientes soroconverteu dentro
dos trés primeiros meses apos o transplante (6 em 11 pacientes).

Na Suica®, os receptores de transplante renal foram acompanhados no pés
transplante, sendo realizada nova sorologia apés o primeiro ano de transplante, na
maioria dos pacientes (66,5%) enquanto que no restante dos doentes, as sorologias
foram feitas entre 4 até 98 meses (média de 16,1 meses) apés o transplante, encontrando
uma taxa de soroconversao para HHV-8 nestes pacientes de 12% (25 em 206 pacientes).
Esta soropositividade aumentou para 17, 7% (soropositivos pré e pés-transplante) em um
ano, através do método sorolégico ELISA-LITICO. Dez receptores que soroconverteram e
possuiam mais de uma amostra soroldgica foram avaliados em relacdo ao tempo da
soroconversao, sendo observado que a soroconversao ocorreu dentro dos trés primeiros
meses apos o transplante renal, na maioria dos pacientes (oito em dez). Neste estudo
foram avaliados apenas seis doadores dos 25 pacientes que soroconverteram e
encontraram soropositividade para HHV-8 em 5 deles. Enquanto no estudo atual, apenas
um doador era soropositivo para HHV-8 nos onze pacientes que soroconverteram, o que
pode significar que haja outras formas de transmissdo do HHV-8 apds o transplante.

A taxa de soroconversdo provavelmente pode ter sido mais elevada no estudo
suico®™ do que no presente estudo devido a varios fatores. Dos vinte e cinco pacientes
que soroconverteram, 13 receberam transfusdo sangliinea. Doze receptores eram
previamente soronegativos para CMV apresentando, desta maneira, doenca primaria pelo
CMV. Agentes infecciosos como citomegalovirus, Epstein-Barr, virus das hepatites B e C,
HIV e herpesvirus 6 e 7 tém efeito imunomodulador, podendo aumentar a suscetibilidade
do hospedeiro a outros patdgenos®Y. Além de terem recebido uma imunossupressao
mais potente, sendo que 52% dos que soroconverteram, receberam pulsoterapia com
solumedrol e 32% receberam OKT3®Y. Diferentemente, neste estudo nenhum paciente
recebeu transfusdo sangliinea apds o transplante, 91% apresentavam sorologia para
CMV positiva no pré-transplante, 36% receberam tratamento anti-rejeicdo com solumedrol
e apenas um paciente recebeu OKT3.

Milliancourt et al.®®, avaliaram retrospectivamente na Franca, 287 receptores de
transplantes renais previamente soronegativos para HHV-8 e encontraram uma taxa de
soroconversdo de 2,09% (6 pacientes em 287) no primeiro ano de transplante, sendo

mais freqliente no sexo masculino e nos receptores de doadores falecidos. Os doadores
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ndo foram avaliados sorologicamente. Nenhum dos pacientes apresentou manifestacdes
clinicas no periodo da soroconversdo ou desenvolveu SK nos trés anos de seguimento®®.
Eles relacionaram a baixa taxa de soroconverséo, a falta de sintomatologia e também, a
auséncia de SK, devido a baixa soroprevaléncia de HHV-8 da populacdo geral e
consequentemente, da populagéo de doadores na regido estudada.

Na Italia®®%2"

, em um acompanhamento realizado ap6s o transplante renal, ao
longo de dez anos, foi encontrada uma taxa de soroconversao de 9,39% (14 pacientes em
149). As amostras sorologicas (IFA-LITICO) dos receptores foram coletadas entre 3
meses e dez anos apoés o transplante e apenas dois dos 14 pacientes soroconverteram
dentro dos seis primeiros meses. Nenhum doador foi estudado. Sete pacientes evoluiram
com SK sendo que, seis deles possuiam sorologia positiva antes do transplante e um
(7,1%) pertencia ao grupo que soroconverteu.

Outro estudo@?®

italiano, onde foram avaliados pacientes transplantados renais e
de figado, as amostras foram coletadas um ano ap6s o transplante em 109 receptores,
sendo que 81 pacientes obtiveram uma amostra adicional no primeiro més apés o
transplante. Encontrou-se uma taxa de soroconversédo de 8,6% (7 pacientes em 81) nos
receptores de transplante renal e de 21,4% (6 pacientes em 28) nos receptores de
transplante de figado. Dos 13 pacientes que soroconverteram, 9 tinham uma amostra
adicional no primeiro més apos o transplante e em 77,8% (7 pacientes em 9) deles, ja
possuiam sorologia positiva para anticorpos anti antigenos liticos, neste periodo apés o
transplante. Somente oito doadores soronegativos para HHV-8 e seus respectivos
receptores também soronegativos foram estudados, permanecendo soronegativos
durante o periodo de avaliagcdo. Neste estudo italiano, 4 (4,1%) receptores de transplante
renal apresentaram SK apds o transplante e trés destes pacientes ja possuiam sorologia
positiva para HHV-8 pré transplante, sendo estatisticamente significante (p=0,03) e
nenhum receptor de transplante de figado apresentou SK.

Marcelin et al.®?

, ha Franca, avaliaram 122 doadores e seus respectivos
receptores no dia do transplante de figado e encontraram uma soroprevaléncia para HHV-
8 de 3,3% nos doadores (4 pacientes) e de 2,5% nos receptores (3 pacientes). Nenhum
doador ou receptor que possuia a sorologia positiva apresentou PCR positivo no dia do
transplante. Todos 0s 4 receptores dos doadores soropositivos eram previamente
soronegativos para HHV-8 e, ap6s uma avaliagdo no quarto e no sexto més apés o
transplante, foi observada uma soroconversdo em todos estes receptores, através da

sorologia dos anticorpos do antigeno Litico e todas as sorologias relacionadas ao LANA
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foram negativas. Em relacdo aos receptores de transplante de figado soropositivos no
pré-transplante estes permaneceram soropositivos até seis meses ap6s o transplante.
Nenhum dos receptores de transplante de figado soropositivos pré-transplante apresentou
SK ou sintomatologia relacionada ao HHV-8 em um periodo de dois anos, apés o
transplante.

No atual estudo, a taxa de soroconverséo de 6,58% encontrada nos receptores de
transplante renal nos primeiros seis meses apds o transplante, comparada a taxa
encontrada por outros paises como 12% na Suica™, de 8,6 a 9,39% na Italia®*??"??® e
de 2,09% na Franca®® também realizadas nos transplantados renais, foi considerada
intermediaria. Isto se deve, primeiramente, devido a baixa soroprevaléncia de HHV-8 na
populacdo geral e consequentemente, na populacdo de doadores na regido estudada.
Outro fator importante foi o tempo curto de avaliacdo da soroconversdo onde todos os
receptores soronegativos foram avaliados sorologicamente até seis meses apés o
transplante, quando comparado ao trabalho realizado previamente na Suica “ e na
Franca® onde o periodo de avaliagdo foi superior a um ano do transplante renal e
também, em relacdo aos trabalhos italianos®**" nos quais a soroconverséo foi avaliada
ao longo de dez anos, podendo desta forma, os dados deste estudo estarem
subestimados.

O terceiro fator determinante foi em relagdo a imunossupressao, pois dos onze
pacientes que soroconverteram, apenas 4 (36,4%) apresentaram rejeicdo aguda,
recebendo desta forma, imunossupressdo mais potente como pulsoterapia com
solumedrol, e um destes pacientes evoluiu com rejeicdo cortico-resistente, necessitando
posteriormente, receber OKT3 (9%). Situacdo diferente ocorreu com os receptores que

soroconverteram na Suica®®

gue receberam uma imunossupressdo mais intensa. Foi
observado que dos 25 receptores que soroconverteram, 52% receberam pulsoterapia com

solumedrol e 32% receberam OKTS3.

c. Infeccdo Primaria pelo HHV-8

Até o momento ndo existem relatos, na literatura, sobre fatores de risco para
doenca primaria pelo HHV-8 nos pacientes transplantados renais. O modo de transmissao
do HHV-8 ainda ndo estd claro apesar da maioria dos estudos relacionados ao
transplante concordar que a prevaléncia do HHV-8 varia de acordo com a regido

geogréfica e os diferentes paises. Também nao esta claro se o SK pés-transplante é
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devido a reativacdo do HHV-8 como resultado do tratamento imunossupressivo ou se é
uma infec¢do priméria decorrente da transmisséo do 6rgao transplantado.

Durante a infeccdo priméria pelo HHV-8, o tempo entre a replicacdo viral e o
aparecimento de anticorpos varia de 3 a 12 meses®?, sendo similar a outras infecgdes

virais primarias, como por exemplo, o HHV-6?%% 24

Em um relato recente®®

, foram avaliadas 86 criancas imunocompetentes com
sindrome febril no Egito (regido de elevada prevaléncia para HHV-8). Foram coletadas
amostras de sangue e saliva sendo realizadas a PCR no plasma e na saliva, além de
duas sorologias (IFA-LANA e IFA-LITICO). A crianca foi considerada infectada pelo HHV-
8 se o resultado de pelo menos um destes testes havia sido positivo. Criangcas que
apresentavam PCR positivo e sorologia negativa foram classificadas como infeccéo
primaria pelo HHV-8.

A taxa de positividade para HHV-8 foi de 41,9% (36 em 86 criancas apresentavam
anticorpos anti-litico). Quatorze destas 36 criancas (38,9%) apresentaram sequéncia de
DNA do HHV-8 na saliva ou plasma. O DNA do HHV-8 foi encontrado em saliva de
aproximadamente 30% (11 das 36 criancas) indicando que o HHV-8 é excretado pela
saliva frequientemente®™®. Esses achados fazem com que se torne plausivel a hipétese
de transmiss&o horizontal entre criangas® %%, O principal fator de risco para a infecgéo
foi 0 contato em ambientes fechados com outras criangas*®®.

Sequiéncia de DNA do HHV-8 foi detectada em seis (12%) criancas de 50 que
eram soronegativas para HHV-8 (todas as seis detectadas em saliva e 2 também
apresentavam no plasma), sugerindo que estas criancas apresentaram infec¢do primaria
pelo HHV-8. Para confirmar a ocorréncia de infeccdo primaria pelo HHV-8 nestas seis
criancas, foram obtidas novas amostras de sangue, seis meses apoés a infeccdo aguda
sendo repetida a andlise soroldgica. Amostras de trés destas criangas mostraram
soroconversao para HHV-8. Clinicamente foi visualizado um rash cutaneo maculopapular
(em cinco de seis crian¢as), que iniciava na face e gradualmente disseminava para
tronco, bracos e pernas. Inicialmente consistia de discretas maculas hiperemiadas que se
tornavam esbranquicadas a digito pressdo e posteriormente, se tornavam papulares. As
criancas persistiam com febre por 10 dias e quatro delas apresentavam febre alta
(temperatura = 39°C) associada ao envolvimento de mucosa faringea, sem Ulceras ou
linfoadenopatia submandibular. A criangca sem rash apresentou convulsées e vomitos, 0s
quais ocorreram 48 apds o inicio dos primeiros sintomas clinicos**?.
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Em outro estudo recente, foram caracterizados parametros clinicos, imunolégicos
e virologicos de infeccdo priméria pelo HHV-8, em cinco pacientes imunocompetentes
(HSH/HIV negativo), mostrando que sinais e sintomas benignos e ndo especificos como
diarréia, fadiga, rash localizado e linfadenopatia foram evidéncias clinicas em
conseqiiéncia desta infeccéo viral®®.

Outro relato de infecgdo primaria por HHV-8 ocorreu em um paciente HIV positivo,
o qual apresentou febre, diarréia, esplenomegalia e linfoadenopatia cervical, caracterizada
por hiperplasia angiolinféide com resolucéo espontanea apés dois meses**%6%,

Apenas recentemente surgiram os primeiros relatos de manifestacfes clinicas
associadas & doenca aguda ou reativadas em pacientes transplantados. Luppi et al.®®
relataram o curso da doenca em dois pacientes que desenvolveram infeccdo primaria pelo
HHV-8 apds transplante de rim recebido do mesmo doador falecido portador do HHV-8 e
também, um paciente que reativou infec¢do pelo HHV-8 apds o transplante de medula
0ssea. Os achados nos trés pacientes mostraram que a infec¢do priméria pelo HHV-8 ou
a reativacdo da infeccdo podem ser associadas com doencas ndo malignas apos o
transplante.

O primeiro receptor de transplante renal (Doador HHV-8+/Receptor HHVS-), 4
meses apos o transplante, iniciou um quadro subito de febre persistente, esplenomegalia,
e citopenia sugerindo a presenca de doenca infecciosa aguda. Estudos subsequentes
mostraram a soroconversao e altos niveis de viremia, indicando infec¢@o primaria recente
pelo HHV-8®. Encontraram LANA HHV-8, o qual é expresso em células infectadas
persistentemente latentes®”, dentro de células imaturas da medula 6ssea, sugerindo
uma relacdo causal entre infeccdo primaria pelo HHV-8 e depressdo da medula éssea
neste paciente.

No outro receptor de transplante renal soronegativo para HHV-8 que também
recebeu o rim de doador soropositivo para HHV-8, houve o desenvolvimento de SK
disseminado apos quatro meses do transplante renal. Um més apos o diagnéstico, este
paciente desenvolveu pancitopenia®.

Nestes casos, documentou-se a transmissdo do virus do doador para os dois
receptores transplantados. A soroconversao ocorreu quase simultaneamente nos dois. A
ocorréncia simultanea de SK disseminado em um receptor do transplante renal e
depressdo da medula 6ssea em outro sugere que 0 mesmo virus possa ter um potencial

patogénico diferente®.
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No trabalho realizado por Marcelin et al.?*”

, ha Franca, onde avaliaram 122
doadores e seus respectivos receptores de transplante de figado no dia do transplante, e
também, no quarto e sexto més apds o transplante, foram encontrados 4 pacientes que
soroconverteram apoés terem recebido 6érgaos de doadores soropositivos para HHV-8.

O primeiro receptor de transplante de figado soroconverteu apds seis meses e 0
segundo apOs o quarto més sendo diagnosticado através da sorologia para anticorpos
anti-antigenos da fase litica, mas a PCR em células polimorfonucleares permaneceu
negativo. Nenhum dos dois pacientes apresentou sintomatologia ou SK apds o
transplante, em um periodo de dois anos de acompanhamento®.

O terceiro receptor de transplante de figado que soroconverteu apresentou dois
episodios de rejeicdo sendo tratado com pulsoterapia no primeiro e no segundo més apoés
o transplante. No quinto més apresentou rash cutaneo, linfoadenomegalia, febre, anemia,
plaguetopenia. Bidpsia de medula 6éssea mostrou auséncia de eritroblastos,
megacariocitos normais e excessiva taxa de plasmécitos (11%), sugestivo de infeccao
viral. A biopsia de linfonodo mostrou necrose hemorragica e “spindle células” positivas
para HHV-8. A PCR (Reacdo da polimerase em cadeia) para HHV-8 foi detectada em
linfonodo, soro, células polimorfonucleares e também, no lavado broncoalveolar ap6s uma
infeccdo pulmonar. O paciente evoluiu para 6bito e na necropsia foi encontrado SK
disseminado®®?.

O quarto paciente que soroconverteu para HHV-8, apresentou no primeiro més
apos o transplante viremia por CMV e também HHV-8 sendo resolvido espontaneamente.
Apo6s seis meses do transplante foi diagnosticada pneumonia por CMV evoluindo para
obito. A PCR para HHV-8 foi detectada em amostras de células polimorfonucleares,
plasma e biépsia pulmonar. Na necropsia também foi detectado SK disseminado®?.

Neste atual estudo foram avaliadas as infec¢bes ocorridas no pds-transplante até
0 momento da soroconversao, sendo observado que dos onze pacientes que
soroconverteram, somente um apresentou rash cutdneo maculopapular difuso durando
em torno de uma semana, com regressao espontanea, sem nenhum outro sinal e sintoma
associado como, por exemplo, febre, mal estar, diarréia, linfoadenomegalia ou
hepatoesplenomegalia, e também, nenhuma alteracdo hematol6gica. Nao foi
diagnosticada nenhuma outra doenca viral concomitante neste periodo. Nenhum paciente
apresentou SK no periodo avaliado.

Foi descrito neste trabalho um padrdo de infec¢@o primaria diferente do que se vé

em literatura, sendo um quadro benigno e oligossintomatico.
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Quando comparado este estudo com o trabalho realizado por Milliancourt e col. na
Fran(;a(%), observou-se um padrdo de soroconversdo semelhante, pois durante o
acompanhamento dos receptores que soroconverteram também ndo houve
sintomatologia e tdo pouco desenvolvimento de SK ao longo de trés anos. No trabalho
descrito por Marcelin et al.**® em transplantados de figado, também na Franca, dos
quatro pacientes que soroconverteram apés terem recebido 6rgdos de doadores
soropositivos para HHV-8, dois receptores ndo apresentaram nenhum quadro clinico

by

relacionado a soroconversdo, mas o0s outros dois, desenvolveram SK agudo e

disseminado. Luppi et al.®®

, descreveram dois pacientes que soroconverteram apods
receberem os rins de um doador falecido infectado pelo HHV-8, sendo que um deles
desenvolveu SK disseminado e o outro apresentou depressdo medular.

Estes estudos prévios mostram quadros clinicos diversos na infeccdo primaria
causada pelo HHV-8 nos pacientes imunossuprimidos (transplantados e
HIV+)(©5:9.159.160.230) & tamphém, nos imunocompetentes*®*#® . Comparando estes relatos
com a descricdo ocorrida neste trabalho, onde apenas um paciente apresentou um
qguadro oligossintomatico, mostra que, o0 mesmo virus possa ter um potencial patogénico
diferente. Ocorrendo desta forma, devido a imunidade dos pacientes frente a esta nova
infeccdo, podendo ou nao, estar associada a uma maior imunodepresséo através do uso
de drogas imunodepressoras mais potentes, o uso de alguma destas drogas (OKT3,
Timoglobulina e pulsoterapia com Solumedrol) foi visto em apenas 34% (15 pacientes dos
44 soropositivos) dos doentes soropositivos para HHV-8 os quais utilizaram frente ao
diagnostico de rejeicao.

Outro fator importante foi o desenho deste estudo, onde foi feito o
acompanhamento longitudinal e a avaliacdo de todos o0s pacientes soronegativos
inclusive, os que ndo possuiam doadores soropositivos para HHV-8. Desta maneira, todos
estes doentes inclusive os que soroconverteram foram avaliados clinicamente ao longo de
dois anos. Ndo ha até o momento, nenhum relato na literatura de acompanhamento
sistematico nesta populacdo especifica. Somente o trabalho realizado por Milliancourt e
col. na Franca®, no qual houve avaliacdo retrospectiva de 287 receptores de
transplantes renais, onde nenhum doador foi avaliado sorologicamente, encontrou-se
dados similares a este trabalho, pois ao longo de trés anos de acompanhamento néo foi
encontrada sintomatologia ou casos de SK. O que h& de diferente na descricdo clinica
realizada neste estudo, comparando aos outros trabalhos ja descritos previamente em

literatura € que neste houve o acompanhamento sistematico de todos os pacientes

98




receptores de transplante soronegativos e positivos com a intencdo de descrever a
histéria natural desta infeccdo nesta populacdo especifica, para andlise das
conseqiiéncias no transplante. Enquanto os outros estudos iniciam sua analise de
maneira retrospectiva, a partir da doenca como o SK, realizando a analise sorolégica

retrospectiva dos receptores e raramente dos doadores.

d. Fatores de risco para HHV-8

Vias de transmisséo do HHV-8 apds o transplante

Em relacdo as formas de transmissdo do HHV-8, ao contrario do que ocorre nas
regibes onde o SK é epidémico e a via sexual de transmissdo a mais importante, nas
regibes de SK endémico ou classico, outras formas de transmisséo foram descritas como
responsaveis pela disseminacdo do HHV-8.

O HHV-8 é incomum na populacdo geral, mas é muito mais freqiente em
populacBes expostas a DSTs, como sifilis e HIV, independente de terem ou ndo histoéria
de contato homo ou bissexual™%9*%)_ A transmissdo do HHV-8 através da via sexual é a
forma de transmisséo mais conhecida, principalmente em pacientes que sao HIV positivos
e possuem maior relato de promiscuidade. Mas nos pacientes transplantados renais, a
importancia deste meio de transmissdo pode ser menor, pois todos os pacientes deste
estudo se classificavam como heterossexuais e monogamicos. Relatavam ter poucas
relagcbes sexuais por diminui¢cdo da libido, provavelmente devido ao quadro clinico que
geralmente apresentavam associados a outras doencas de base (exemplo: HAS, DM,
ICC, anemia crbnica, entre outras). Nenhum paciente deste estudo relatava o uso de
preservativos durante as relacdes sexuais. Dos pacientes soropositivos para o HHV-8
antes do transplante, 15% relataram ja terem apresentado algum tipo de DST e dos 167
soronegativos, 10% ja haviam apresentado DST. Apesar de ndo haver diferenca
estatisticamente significante (p=0,549), encontrou-se um ndmero mais elevado de
pacientes que relatavam DSTs entre os pacientes que eram soropositivos para HHV-8.
Apenas um paciente apresentou DST antes do transplante no grupo que soroconverteu.

A via sangiiinea ndo parece ser um modo importante de transmissao do virus, pois
a soroprevaléncia de anticorpos para o HHV-8 em pacientes com AIDS hemofilicos e
usuarios de drogas endovenosas é bastante baixa™’®. Marcelin et al.®” registraram
baixa prevaléncia de anticorpos contra o HHV-8 (1,4%) entre 74 criancas infectadas pelo
HIV por via sangiliinea, com alta soropositividade para hepatite B e hepatite C. Challine et

al. * em um amplo trabalho realizado na Franca estudaram 1431 pacientes de baixo e
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alto risco para adquirir infeccéo pelo HHV-8 e encontraram uma soropositividade de 2,4%
em usuarios de drogas endovenosas, 0% em pacientes que recebiam mdltiplas
transfusbes com talassemia major, corroborando a hipotese da baixa transmisséo por via
sangliinea do HHV-8. Isto também foi observado através dos dados deste estudo, onde
foi encontrada uma taxa de 2,27% nos usuarios de drogas endovenosas nos pacientes
soropositivos para HHV-8.

Quando analisada a transmissdo do virus através de transfusdes sanglineas
encontrou-se que, dos 44 receptores que eram HHV-8 soropositivos, 22 (50%) ja haviam
recebido pelo menos uma transfusao sangiinea pré-transplante com uma média de 1,9
transfusGes e desvio padrdo de + 0,9. Dos 156 pacientes receptores soronegativos para
HHV-8, 104 (67%) também ja haviam recebido transfusdo sangiiinea, sendo observada
diferenca estatistica significante entre esses dois grupos (p=0,052 nimero de pacientes
gue receberam transfusdes e p= 0,046 na média de transfusdes recebidas). Nenhum
paciente que soroconverteu recebeu transfusdo sangiiinea apés o transplante.

No México™®, foram investigados alguns fatores de risco significantes associados
com a presenca do HHV-8 nos pacientes transplantados renais. Na andlise multivariada
realizada nestes pacientes, demonstrou-se que a transfusdo apresentou certa tendéncia
para a significancia estatistica (p=0,06). Através da analise univariada, a transfuséo
sanguinea foi significante (p=0,04).

Entretanto a via sanguinea tem sido evidenciada principalmente nos estudos mais
recentes®® realizados por Dollard et al. nos Estados Unidos.®¥ e Hladik et al. na
Uganda®, onde foram avaliadas populacées de baixa e alta prevaléncia para HHV-8
respectivamente, sendo encontradas evidéncias de transmissdo por esta via. Mesmo
assim, ainda ndo estd bem estabelecido como se da e qual a importancia desta via de
transmisséo na disseminacdo da doenca, sendo necessario mais estudos, principalmente
em pacientes imunossuprimidos que necessitam de receber transfusdes®.

Quando se compara o transplante renal a outro transplante de 6rgao sélido, como
o transplante cardiaco, por exemplo, observa-se uma prevaléncia para HHV-8 um pouco

mais elevada nestes receptores de transplante renal®?%%).

Uma hip6tese para este
acontecimento é que os pacientes com insuficiéncia renal crdnica que irdo receber o
transplante renal, ao contrario dos outros receptores de 6rgdos solidos, geralmente séo
submetidos a alguma forma de tratamento dialitico, sendo dialise peritoneal ou

hemodialise. Raros sdo 0s pacientes que permanecem em tratamento conservador
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guando chegam a esta forma terminal da doenca renal. Uma forma de transmissdo do
HHV-8 nestes pacientes renais crénicos, que pode ser sugerida é através da dialise.

Estudo realizado na Arabia Saudita, regido onde a incidéncia de SK é 10 vezes
maior do que nos Estados Unidos e na regido ocidental da Europa, analisou 201
pacientes renais cronicos onde foi detectada uma soroprevaléncia para HHV-8 em torno
de 7%, comparado a 3,9% em pacientes sem doencas®®".

Outro estudo também realizado na Ardbia Saudita, observou infec¢do pelo HHV-8
em 93% dos pacientes com SK apos transplante, em 28% de receptores de transplante
sem SK, e em 29% dos pacientes renais crénicos em hemodialise, e somente em 7% dos
voluntarios saudaveis ou pacientes com neoplasias ndo-SK"%.

No México, a soroprevaléncia do HHV-8 foi de 3,8% em pacientes renais cronicos
e 3,4% em pacientes transplantados renais (apds o transplante), sendo investigado

através da pesquisa de anticorpos para IgG usando ELISA®%

. A observacdo da
soroprevaléncia ser discretamente mais elevada entre os pacientes renais crbnicos, 0s
quais ndo eram receptores de transplante, sugere que o risco de infeccdo nao foi
diretamente associado com o0 uso das drogas imunossupressoras usadas para prevenir
rejeicdo do enxerto, porque a soroprevaléncia maior de anticorpos HHV-8 ja existia nesta
populacdo antes do transplante. Foram investigados também alguns fatores de risco
significantes associados com a presenca do HHV-8 nos pacientes transplantados renais e
nos renais crbénicos. Na analise multivariada realizada nos pacientes transplantados
renais, demonstrou-se que a hemodidlise pode ser um significante fator de risco (p=0,03).
Através da andlise univariada, a transfusdo sanguinea foi significante (p=0,04) e
hemodialise mostrou uma tendéncia (p=0,089). Por outro lado, no grupo dos pacientes
renais cronicos ndo houve fator de risco com significancia estatistica.

Em um relato recente de Taiwan®, foram coletadas 77 amostras de soros dos
pacientes em hemodidlise e 207 amostras de doadores de sangue, sendo testadas para
imunoglobulina G especifica do HHV-8 pela analise da imunofluorescéncia. Quinze de 77
pacientes em hemodidlise (19,5%) apresentavam anticorpos anti HHV-8. Seis de 207
(3,0%) dos doadores de sangue apresentaram anticorpos anti HHV-8.

Na Italia, foram avaliados 123 pacientes que eram submetidos a hemodialise ha
pelo menos trés anos e com no minimo uma transfusdo sanguinea, sendo encontrada
uma soroprevaléncia para o HHV-8 de 27,0%. O grupo controle foi composto por 100

gestantes e 100 doadores de sangue obtendo-se uma prevaléncia de 24,5%, nao
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havendo diferenca estatisticamente significante entre os dois grupos. O tempo de duracao
da hemodiélise e a idade ndo influenciaram nos resultados de soroprevaléncia. *®.

Nos Estados Unidos, um grupo de 470 individuos comparou pacientes sob
hemodialise ha pouco tempo (até 3 anos) e pacientes sob hemodialise ha mais de 10
anos, e nenhum caso de SK foi encontrado, evidenciando também que o tempo de

duracdo da hemodidlise ndo é um fator de risco para o desenvolvimento de SK®39.

Herr et al.

, relataram dois casos de pacientes que eram submetidos a
tratamento dialitico hd& menos de trés anos, um sob hemodialise e o outro sob didlise
peritoneal e que desenvolveram SK classico. Foi realizada PCR para pesquisa do HHV-8
sendo positiva apenas no paciente sob dialise peritoneal. Desta forma nao foi evidenciado
gue o tratamento dialitico seja responsavel pelo desenvolvimento do SK.

Na Grécia®?, foi relatado o caso de um paciente idoso em hemodialise o qual
evoluiu com SK. A RT-PCR (reacdo em cadeia da polimerase apds transcricao reversa)
foi feita no sangue e na lesdo de SK, indicando atividade de replicacdo do HHV-8 no
paciente. Neste paciente, o desenvolvimento do SK foi mais associado a idade avancada
do que a hemodidlise.

Outro estudo também realizado na Grécia, em 2006®, a soroconversdo para
HHV-8 foi demonstrada em somente dois pacientes de 485 que eram submetidos a
hemodidlise, mostrando evidéncias indiretas de transmissdo do HHV-8 através da
hemodialise.

Recentemente em Séo Paulo, foi realizado por Mariana e col.?? ym estudo
transversal para avaliacdo da prevaléncia de anticorpos anti-HHV-8 em 456 amostras de
soro provenientes de pacientes com IRC (insuficiéncia renal crénica) sem terapia renal
substitutiva (TRS) e também, 349 amostras de soro provenientes de pacientes com IRC
submetidos a hemodidlise ou a dialise peritoneal, através de dois métodos sorolégicos
IFA-LITICO e IFA-LANA. Foi encontrado um percentual de positividade de 18,9% nos
pacientes em hemodialise, 14,8% nos que se encontrava em dialise peritoneal e 17,7%
nos pacientes sem TRS, com uma taxa geral nos pacientes com IRC de 18% (145/805).
Os fatores de risco associados a soropositividade ao HHV-8 foram o aumento da idade,
transplante prévio (renal ou cardiaco) e também as DSTs principalmente, a sifilis (57% de
soropositividade). O melhor método soroldgico utilizado foi o IFA-LITICO (69%) em todas
as andlises.

Alguns destes trabalhos sugerem a hipétese de transmissdo do HHV-8 através da

dialise. Neste estudo, nao foi encontrada significAncia estatistica em relagdo ao método
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dialitico. Dos 33 pacientes que apresentavam anticorpos anti-HHV-8, 9% faziam dialise
peritoneal e 85% hemodialise. Quando se compara o grupo de pacientes soronegativos
para HHV-8 encontramos, 7% de pacientes em dialise peritoneal e 89% em hemodialise.
Dos 11 pacientes que soroconverteram, todos ja haviam sido submetidos a hemodialise
antes do transplante e nenhum recebeu tratamento dialitico apds o transplante. Esses
fatores de risco analisados ndo foram estatisticamente significantes, mas o método
utilizado para avaliar a transmissao através da dialise possa ter subestimado os dados.
Pode ser que a melhor maneira de se avaliar o risco de transmissao do virus através da
dialise, seja o seguimento horizontal dos pacientes tanto em hemodidlise quanto em
didlise peritoneal, em uma mesma instituicdo, como relatado por Cendoroglo et al.®*?.

A falta de associacdo estatisticamente significante entre soropositividade para
HHV-8 e transfusdo de sangue ou anos de dialise sugere que a transmissédo do HHV-8
pode envolver outras formas(®%:177:200244.245.246)

O SK em paciente transplantado renal pode ser causado pela reativacdo da
infeccdo latente pelo HHV-8 (receptores soropositivos), ou pela infeccdo primaria
(receptores soronegativos) sendo transmitida através do enxerto®!91:93:9495.96.158.247.248) -
primeiro relato sugerindo transmissao do HHV-8 através do transplante renal ocorreu em
19979, em um paciente que soroconverteu ap6s 13 meses do transplante, o qual evoluiu
com doenca de Castleman. Regamey et al.*"), em 1998, avaliaram 220 receptores no dia
do transplante renal, sendo encontrada uma soroprevaléncia de 6,4% de soropositividade
para HHV-8 (14 em 220 receptores de transplante renal). A soroconversao ocorreu dentro
do primeiro ano do transplante em 25 pacientes de 206 (12,1%). Entre seis pacientes que
soroconverteram e nos quais as amostras dos doadores estavam disponiveis, os testes
de cinco doadores foram positivos para HHV-8. Em contraste, nenhum do grupo controle
dos oito pacientes com doadores soronegativos se tornou positivo, sugerindo desta
maneira, a hipétese de transmisséo da infeccéo pelo HHV-8 através do enxerto.

Outros estudos também sugeriram a transmissdo do HHV-8 através do enxerto,
onde mostraram a taxa de soroconversdo apos o transplante renal de 2% e 5% na Franca
e Espanha, respectivamente®®?*9. Além disso, a infeccdo priméaria tem sido descrita em
dois pacientes que receberam o transplante de rim de um doador falecido infectado pelo
HHV-8®). Em um estudo recente, marcadores genéticos especificos do doador foram
detectados nas células neoplasicas infectadas pelo HHV-8 em lesbes com SK de

pacientes transplantados renais. Estes achados sugerem que ndo somente o HHV-8, mas
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também, as células progenitoras do SK podem ser disseminadas apés o transplante de
6rgéo solido, permanecendo no receptor e sofrendo transformacdes neoplasicas®.

A proporcdo de casos relacionados a cada um destes mecanismos varia,
significantemente, de acordo com a prevaléncia dos anticorpos encontrados na populacao
estudada. Na populagéo com alta prevaléncia da infec¢édo pelo HHV-8, como a Itélia, o SK
pés-transplante pode ser causado principalmente pela reativacdo do HHV-8, entretanto,
em areas de baixa prevaléncia, tais como a Suica, podem ocorrer devido a infeccao
primaria®-Y,

No presente estudo, a transmissdo do HHV-8 através do enxerto do doador
infectado para o receptor HHV-8 soronegativo foi diagnosticada em apenas um paciente.
As outras formas de transmissdo do HHV-8 ja avaliadas em outros estudos como, por
exemplo, a sexual, transfusdo e dialise, também ndo se apresentaram como formas de
transmissdo importantes nestes pacientes estudados. O HHV-8 também pode estar
presente na urina, podendo ser esta mais uma via de transmiss&o®'2%?:

Recentemente tem-se avaliado um meio de transmissao importante do HHV-8 que

q(253.254255) 1A 4

é através da saliva® principalmente em regides de baixa prevalénci
hipétese de que o HHV-8 tenha a capacidade de replicagdo na orofaringe e que a
particula viral esteja presente na saliva®. Outros herpesvirus, incluindo CMV, HSV e
provavelmente o HHV-6 e 7, também podem ser transmitidos pela saliva. E um meio de
transmissdo importante nos HSH"*747?)  sendo provavel que esse modo de
transmiss&o também ocorra entre individuos heterossexuais®®.

A prevaléncia de HHV-8 entre familiares de paciente com SK classico e de regifes
endémicas®” e, também, entre individuos mais susceptiveis de areas com baixa
endemicidade®® indica alto risco de exposicdo, em contato estreito, sugerindo que possa
ocorrer a transmissao horizontal, principalmente através da saliva. O niumero de cépias de
DNA do HHV-8 encontrado na saliva é muito mais alto do que em outros tecidos,
demonstrando assim, que a saliva pode ser um fator de risco para infeccao™"”.

Neste estudo, varios meios de transmissdo do HHV-8 foram analisados e em
nenhum se obteve significancia estatistica. O enxerto renal ndo se mostrou como uma via
de transmissdo significativa em nosso meio, pois apenas um dos pacientes que
soroconverteu apresentava doador soropositivo no pré-transplante. Isto se deve,
provavelmente, a baixa soroprevaléncia encontrada na populacdo geral (1,8 a

7,4%)1%%1%%) e também, nesta populacgéo de doadores de transplante renal (9,5%).
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A maior taxa de soroconversdao ocorreu dentro dos primeiros meses apés o
transplante. Neste periodo é utilizada uma maior imunossupressao, sendo assim néo é
necessaria uma carga infectante maior do virus, pois o paciente se encontra mais
imunodeprimido.

Esses trabalhos realizados previamente nos pacientes transplantados sugerem a
transmissdo através do enxerto, mas poucos descrevem o doador transmitindo para o
receptor. Alguns citam apenas a soroconversdo como uma maneira de transmissdo nao
sendo explicado o meio pelo qual os receptores adquirem o virus apés o transplante.
Neste trabalho em que todos os receptores de doadores soropositivos para HHV-8 foram
acompanhados, apenas um receptor se tornou soropositivo, mostrando assim que estes
pacientes necessitam de um acompanhamento sorolégico mais prolongado para que se
confirme ou n&o a soroconversao.

As salivas dos pacientes doadores e receptores de transplantes renais nao foram
avaliadas, por ter sido um método mais expressivo no diagnostico do HHV-8 descrito
recentemente, nao sendo introduzido no desenho inicial do estudo. O HHV-8 presente na
saliva possibilita uma via ndo sexual de transmissdo, podendo ter sido uma forma
importante na analise da transmisséo horizontal do virus nesta populacao tao especifica,
devido ao contato entre membros da familia infectados pelo HHV-8, ou através da relacao
heterossexual (sexo oral e anal, pelo contato direto com a saliva) e, também, entre

individuos mais susceptiveis de areas com baixa endemicidade.

e. HHV-8 e SK
O SK iatrogénico esta relacionado com o uso de terapia imunossupressora, em
pacientes receptores de Orgdos transplantados, nos quais constitui 4,1% de todas as

malignidades®"). Sabe-se que a incidéncia de SK é 400 a 500 vezes maior em relagéo a

|(2.106) (131,132,133134)

populacdo gera , ocorrendo em 0,2 a 5% dos transplantados renai
incidéncia varia de acordo com o grupo racial e étnico e com os diferentes regimes
imunossupressores™. E encontrada com maior freqiiéncia em receptores de transplante
oriundos do Mediterraneo e Oriente Médio™®. O intervalo médio entre o transplante e o
diagnéstico de SK é em torno de 20 meses, variando de poucos meses a 18 anos®”.
Entretanto, casos precoces de SK tém sido relatados, principalmente nas infecgdes
primarias ou em pacientes recebendo altas doses de corticéides®>?**%%_ N&o esta claro
se a soroconversao recente conduz a um aumento do risco para desenvolvimento do SK

em relacdo aos pacientes que ja apresentam anticorpos prévios como resultado da
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imunossupressdo® % Apesar de ja ter sido mostrado que o HHV-8 pode ser
transmitido através do enxerto®”, os titulos de anticorpos mais elevados para HHV-8
foram encontrados em receptores de transplante renal soropositivos sugerindo uma

|(260)

reativacdo viral“"”. Provavelmente o SK ocorre através da reativacdo do HHV-8 em

populacbes com alta prevaléncia da infeccdo, como a Italia®*®? e a infeccdo priméria
ocorre em populacéo de baixa prevaléncia para HHV-8, como a Suica®®.

Farge et al.**" estudaram alguns fatores de risco para o desenvolvimento de SK
nos pacientes transplantados renais. Numa andlise estatistica univariada, mostraram que
grupos étnicos originarios da Africa e do Oriente Médio, infecc&o prévia por hepatite B, e o
uso de anticorpos antilinfécitos policlonais na inducdo, foram fatores de riscos
estatisticamente significantes para o0 inicio do SK apés o transplante. O nivel de
hemoglobina inferior a 12 g/dL e a contagem de linfdcitos inferior a 750/mm3 na época do
diagnéstico de SK foram significativamente associados com SK. A analise multivariada
mostrou dois fatores de risco independentes para SK: origem africana e do oriente médio
e 0 uso de anticorpos antilinfécitos policlonais. Em relagcdo a infec¢do pelo HHV-8 e o
risco de desenvolver SK apoés o transplante, neste estudo foram disponiveis soros de 22
dos 30 pacientes estudados (13 pacientes ja com diagnostico de SK e 9 que durante o
estudo desenvolveram SK). Somente soros de 5 pacientes foram disponiveis pré
transplante e subseqlientemente, desenvolveram SK.

A deteccdo de DNA viral e a soropositividade através de anticorpos anti-HHV-8
antes ou ap0s o transplante é fator preditivo independente para a ocorréncia posterior de
SK, aumentando 0 risco em 28 vezes®t994130176.26L) - Eqtes fatores de risco sdo
semelhantes aqueles observados em relacdo a ocorréncia de linfomas associados ao
EBV apos transplantes de 6rgdos®261262),

Os trabalhos mostram que os pacientes soropositivos para HHV-8 no periodo pré-
transplante, tém mais chance de desenvolver Sarcoma de Kaposi no pés transplante por
reativacao viral®??®. Esses achados sdo consistentes com outros estudos mostrando que
0 HHV-8 é provavelmente reativado apds o transplante®227:260.263)

No estudo realizado por Francés et al.®?, encontrou-se uma taxa de SK apés o
transplante de 2,3% em 400 pacientes avaliados e quando se analisou somente 0s
pacientes soropositivos pré transplante para HHV-8 esta taxa aumentou para 28%.

Na Italia, foi detectada soroprevaléncia de 14,8% para o HHV-8 em 175 pacientes
antes do transplante. De 3 meses a 10 anos apés o transplante, sete (4,0%) deles

desenvolveram SK, sendo que seis ja eram soropositivos antes do transplante. Portanto,
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23,0% dos pacientes que eram positivos antes do transplante desenvolveram o SK e em
0,7% houve soroconversao apo6s o transplante, sendo observado que a sorologia positiva
para o HHV-8 no pré-transplante renal é um fator de alto risco para o desenvolvimento do
SK®_ Outro estudo retrospectivo italiano mostrou que 10 de 11 receptores de transplante
renal (91%) que desenvolveram SK eram soropositivos para HHV-8 antes do transplante
0 - Andreoni et al.®® relataram o desenvolvimento de SK em 14,3% dos pacientes
transplantados renais os quais possuiam sorologia para HHV-8 no pré transplante.

De maneira geral, 0os receptores de transplante de oérgdo, sob terapia
imunossupressora, sd0 mais susceptiveis a neoplasias do que a populacdo em geral®?,
e 1/3 deles desenvolvem infecgdes ap6s transplante®®®. A frequiéncia do SK é maior nos
receptores de transplante renal quando comparada com a populacdo em geral. Isso, em
parte, pode estar associado com o esquema imunossupressor utilizado®®®.

A apresentagdo clinica do SK em pacientes transplantados é freqientemente
limitada a pele ou nas regides de extremidades principalmente em membros inferiores. O
envolvimento cutaneo difuso ndo é comum e o envolvimento visceral tem sido relatado em
alguns casos. A mortalidade associada ao SK é relacionada a forma de apresentacao e a
extensdo da doenca. O SK é raro no sistema nervoso central (SNC)®*” e geralmente é
associado a doenca metastatica®®?®®, Num relato de trés casos (dois dos pacientes eram
HIV positivos), os pacientes apresentaram na biopsia cerebral, presen¢ca do DNA do HHV-
8, sendo que a pesquisa para outros herpesvirus havia sido negativa®®. Qualquer que
seja a apresentagdo inicial, a principal conduta no SK associado ao transplante é a
reducdo da imunossupressdo Ou Se necessario, a suspensdao da terapia
imunossupressora. Esta medida geralmente evolui para a regressao das lesdes cutaneas,
apesar do risco de rejeicdo aguda. Pode ocorrer a recorréncia do SK quando a terapia
imunossupressora é reintroduzida ou apds a realizagdo de um segundo transplante®"*?"?),

Neste trabalho ndo foi encontrado nenhum caso de SK nos pacientes
transplantados renais até o momento. Pode-se, entretanto, comentar alguns pontos
diferentes nesta populagdo comparando com os outros trabalhos realizados em pacientes
transplantados renais. Em primeiro lugar, no trabalho realizado na Franca ®¥, dos nove
pacientes que desenvolveram SK apés o transplante, 7 eram africanos, 1 italiano e um
francés. Esta alta prevaléncia é provavelmente explicada pela origem geogréfica dos
receptores de transplante. Diferentemente do que ocorre na nossa populagdo que néo é

um pais endémico em relacdo ao HHV-8.
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Outro fator que pode sugerir um aumento em relacdo a prevaléncia do SK nestes
pacientes avaliados na Franca foi o uso sistemético de anticorpo antilinfécitos globulina
(ALG). Ao contrario dos pacientes deste estudo, os anticorpos somente foram utilizados
quando havia diagnéstico de rejeicéo cortico-resistente®.

Estudo realizado por Regamey e col.®“no qual 220 pacientes transplantados
renais foram avaliados por seis anos, somente dois pacientes que soroconverteram
apresentaram SK apds 24 meses de acompanhamento. Os dois pacientes haviam
recebido OKT3 de imunossupressao.

Em terceiro lugar, neste estudo houve pouco tempo de acompanhamento (total de
dois anos) principalmente, quando se compara ao tempo de acompanhamento
encontrado em outros estudos em transplantes como, por exemplo, os que foram
realizados nos Estados Unidos e na Italia onde o acompanhamento dos pacientes foi de
10 anos. Cattani et al.®*??" avaliaram 175 receptores de transplante renal na Italia ndo
havendo relato de sintomatologia clinica ou SK nos trés primeiros anos de seguimento

inicial, somente 7 (4%) casos de SK surgiram posteriormente.

f. HHV-8 e idade

Foi analisada a relacéo entre a faixa etaria dos receptores soropositivos para HHV-
8 antes do transplante renal que variou de 13 a 75 anos, associada a prevaléncia do
HHV-8, encontrando-se significAncia estatistica (p=0,023), pois o virus é mais freqlente
em uma faixa etaria mais avancada.

Esse risco mais elevado nesta populacdo também pode ser devido ao aumento da
idade, pois, foi encontrada uma média de idade elevada nestes pacientes de 44,41 anos,
diferentemente do que se encontrou em relacdo aos doadores de sangue que geralmente
sdo individuos mais jovens e de baixo risco para doengas infecciosas. O risco da
exposicdo ao HHV-8 é geralmente constante e com o aumento da idade, existe o risco
cumulativo de exposicdo para a infeccdo pelo HHV-8%717722)  Esta significancia
estatistica ndo se manteve quando analisados os 44 receptores soropositivos, mas a
média de idade se manteve elevada (42,2 anos) em relagdo aos soronegativos.

Estudos realizados na Itdlia e Holanda em pacientes HIV negativos!/"*®Y,
monstraram um aumento crescente da prevaléncia do HHV-8 com a idade.

Na Itdlia, Cattani et al.®??)

, Observaram ao longo de 10 anos de
acompanhamento, em 175 receptores de transplante renal que as taxas de

soropositividade para HHV-8, aumentaram paralelamente com a idade.
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Essa observagdo também foi encontrada em um trabalho realizado na Arabia
Saudita®”, que analisou 201 pacientes renais cronicos onde foi detectada uma
soroprevaléncia para HHV-8 em torno de 7%, comparado a 3,9%, em pacientes sem
doencas. Este estudo mostrou um aumento da soropositividade de HHV-8 de acordo com
0 aumento da idade, concluindo que provavelmente o risco da exposicdo ao HHV-8 é
geralmente constante e com o0 aumento da idade, existe ainda um risco cumulativo para a
infeccéo.

Outro estudo realizado na Arabia Saudita, onde foram avaliados 76 pacientes (14
transplantados renais com SK, 18 também transplantados sem SK, 14 pacientes com
insuficiéncia renal cronica, 15 com neoplasias e 15 individuos saudaveis), quando
realizada a regressao logistica, somente a idade foi um fator independente na associacao
da positividade do HHV-8"%.

g. HHV-8 e outras infec¢des

Com relagdo a ocorréncia de outras infecgdes concomitantes ao herpesvirus humano
tipo 8 nesta casuistica, observou-se que nenhum paciente HHV-8 positivo apresentava-se
soropositivo para HIV. Apenas dois pacientes possuiam hepatite C concomitante ao HHV-8 e
somente um paciente era portador do virus da hepatite B, indicando uma amostra com baixa
exposi¢do a doencas de transmissdo sanguinea, apesar do tratamento dialitico.

Em relacdo as outras infeccdes associadas ao HHV-8, as infec¢Bes bacterianas foram
as infeccbes mais comuns (90,9%) nos receptores de transplante renal soropositivos para
HHV-8, seguidas das infeccdes virais (31,8%), fungicas (6,8%) e endémicas (2,3%), mas ndo
havendo significAncia estatistica em relacdo a ocorréncia destas infeccbes nos pacientes
soronegativos.

Até o momento ndo se conhece trabalhos onde foram feitos acompanhamentos
longitudinais de pacientes receptores de transplante soropositivos pelo HHV-8 e varias

infeccdes associadas, como foi realizado neste estudo.

h. HHV-8 e imunossupressao

Os receptores de transplante de érgdo sdo mais susceptiveis as infeccbes e
neoplasias do que a populacdo em geral e também os pacientes que se mantém em
hemodialise, devido & terapia imunossupressora'%264273),
N&o esta claro como o uso de diferentes agentes imunossupressores influenciam o

desenvolvimento do SK. Foi demonstrado in vitro que a hidrocortisona age diretamente na
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ativagdo do ciclo litico das células infectadas latentemente pelo HHV-8“¥™¥. Em 2001,
Marcelin et al.?”® relataram que a hidrocortisona e a ciclosporina in vitro promovem a
progressao para neoplasia através do efeito celular direto. Entretanto, a administracao de
mais de dez pulsoterapias com corticosteréides tem sido associada com o aumento de

doencas. Em estudo experimental se evidenciou que a ciclosporina aumenta as células

(276) (277)

neoplasicas* "™, inibindo os mecanismos de reparo do DNA*'”. Alguns pesquisadores
acreditam que o MMF aumente o risco de SK®#"®:

Em Portugal®® os autores avaliaram o desenvolvimento de SK em 11 pacientes
dos 416 receptores de transplante renal. Desses 11 pacientes, apenas 0ito possuiam
amostras de soro pré-transplante disponiveis, sendo analisadas quanto a presenca de
anticorpos anti-HHV-8 e seis resultaram positivas e somente um paciente apresentou
DNA para HHV-8. Todas as sete amostras dos doadores tanto soroldgica quanto para
DNA/HHV-8 foram negativas. Houve associacdo entre o uso de imunossupressores
potentes, como o ATG (globulina anti-timécito) e o OKT3 (anticorpo monoclonal) e o
desenvolvimento do SK.

Na Coréia, estudo realizado com 10029 receptores de transplante renal, no
periodo de 24 anos, 21 (10,7%) receptores desenvolveram SK. O esquema
imunossupressor utilizado foi ciclosporina, efou azatioprina e prednisona. Dos 21
pacientes, 10 obtiveram diminuicdo das lesdes do SK apenas com a diminuicao da terapia
imunossupressora e 11 foram submetidos a quimioterapia ou radioterapia sendo que
cinco deles foram a 6bito. Foi observado que nos pacientes tratados com ciclosporina
tiveram desenvolvimento mais rapido do SK do que, aqueles em uso de apenas
azatioprina e/ ou prednisona sendo estatisticamente significante®®. Também sendo
observado em outros estudos®3 281 282)

Em um estudo®® onde foram analisados 1835 pacientes transplantados renais na
Alemanha durante pelo menos dez anos, cinco destes pacientes desenvolveram SK.
Desta maneira, observou-se que os pacientes (3/371) que receberam micofenolato mofetil
(MMF) apresentavam mais casos de SK do que os outros pacientes (2/1464) que
recebiam outros esquemas de imunossupressdo (Exemplo: CSA+PRED+AZT ou
FK+PRED+AZT). Também foi descrito®® um receptor de transplante renal que recebia
terapia imunossupressora incluindo MMF e desenvolveu SK seis meses apds o
transplante.

Marcelin et al. em 2004%%, relataram doenca grave causada pelo HHV-8 em dois

receptores que receberam transplante de figado de um doador soropositivo para HHV-8 e
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gue receberam uma imunossupressao mais potente comparada a recebida por outros
receptores como altos niveis de tacrolimus e o uso de pulsoterapia com solumedrol.

O Sirolimus (rapamicina)®® é um novo e potente agente imunossupressor que
tem sido introduzido no transplante de érgdos em geral. Diferentemente do outros
imunossupressores (ciclosporina, tacrolimus, azatioprina e micofenolato mofetil), o
sirolimus tem uma potente atividade antitumor in vitro e in vivo. Estas duas propriedades
oferecem um novo tipo de tratamento para as neoplasias e também, para o SK apds o
transplante.

O sirolimus®®®*?*) inibe a ativacéo e a proliferacédo do linfécito T que ocorrem em
resposta ao estimulo de antigenos e de citocinas (Interleucina [IL]-2, IL-4 e IL-15) por
meio de um mecanismo diferente do observado em outros imunossupressores. O
sirolimus também inibe a producdo de anticorpos. Nas células, o sirolimus liga-se a
imunofilina, proteina de ligacdo FK 12 (FKBP-12), para formar um complexo
imunossupressor. O complexo sirolimus/FKBP-12 ndo apresenta efeito sobre a atividade
da calcineurina. Esse complexo liga-se a mTOR (Mammalian Target of Rapamycin), uma
quinase regulatéria importante, inibindo sua atividade. Essa inibicdo suprime a
proliferacdo de células T induzida por citocina, inibindo a progressado da fase G 1 para a
fase S do ciclo celular. A inibicdo da mTOR previne rejei¢cdo aguda através da inibicdo da
interleucina 1l, o que induz a proliferagdo de células T causando um bloqueio da
carcinogénese e também, progressdo de lesbes metastaticas. O sirolimus impede o
crescimento de muitas células tumorais in vitro e tem atividade antitumor em ratos’®.

Guba et al.®® demonstraram em ratos que o sirolimus apresenta efeito
antineoplasico pois, inibe a progressdo dos tumores através da atividade antiangiogénica,
efeito devido a supressdo da producdo do VEGF (fator de crescimento endotélio
vascular).

Em um estudo realizado por Stallone e col na Italia®’?, foram avaliados 15
receptores de transplante renal com doadores falecidos os quais, apresentavam biopsias
com SK. A partir do diagndstico feito foram suspensos a ciclosporina e o micofenolato
mofetil e iniciado sirolimus. Trés meses apos 0 inicio do sirolimus, as lesGes cutaneas do
SK desapareceram. Apés seis meses do tratamento com o sirolimus foram realizadas
novas hidpsias nos mesmos locais das bidpsias realizadas no momento do diagndstico,
para confirmar regressao histolégica do tumor, sendo que todas as bidpsias foram

negativas para SK.
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Campistol e col.?™

relataram dois pacientes transplantados renais com
diagnéstico de SK e que apresentaram regressao das lesdes apds o uso de sirolimus e
suspensao da imunossupressao inicialmente utilizada.

Neste estudo, nenhum imunossupressor mostrou ser mais agressivo em relagéo
ao desenvolvimento de SK ou causador de maior numero de infeccbes até o
acompanhamento final dos dois grupos de pacientes soropositivos antes e apds o
transplante. A rapamicina (Sirolimo) foi utilizada por um paciente do grupo que
soroconverteu e em cinco dos receptores previamente positivos, ndo podendo desta
maneira, ser conferido 0 seu fator protetor por ser um nimero baixo de pacientes que
utilizou este imunossupressor.

Quando se comparou o grupo de pacientes soropositivos para HHV-8 (44
pacientes) aos 156 soronegativos encontrou-se significancia (p=0,026) em relagdo ao uso
de Daclizumab.

(210 ¢ um Anticorpo anti-Tac IgG1l humanizado,

O Daclizumab (Zenapax@)
recombinante, produzido a partir de uma linhagem de células de mieloma murino NSO
utilizando um sistema de expressdo (NS_GSO) de glutamina sintetase (GS) por
tecnologia de ADN recombinante, que atua como antagonista do receptor da interleucina
2 (IL-2). Zenapax esta indicado na profilaxia da rejeicdo aguda do 6rgédo, em doentes
submetidos a transplante renal, sendo utilizado concomitantemente com um regime
imunossupressor que pode incluir ciclosporina e corticosterdides em doentes que ndo se
encontrem hiperimunizados. N&o se tem relatos de aumentos de infec¢cdes ou neoplasias

com o uso de Daclizumab.

i. Sobrevida do enxerto e do paciente em relacdo ao  HHV-8
Recentemente na Franga, foi sugerida a correlacdo entre infeccéo pelo HHV-8 e a

@D Franceés et al.®Y encontraram uma alta taxa de

baixa taxa de sobrevida do enxerto
mortalidade de 9,4% em um ano apds 0 transplante nos pacientes previamente
soropositivos para HHV-8, aumentando em trés anos para 18,8%. E também, uma taxa de
sobrevida do enxerto de 84,4% em um ano e de 72% em trés anos. As taxas de sobrevida
dos pacientes e do enxerto que apresentavam infeccao pelo HHV-8 foram muito menores
do que as observadas neste mesmo centro, durante o0 mesmo periodo nos outros
pacientes que nao possuiam HHV-8.

A morbidade e mortalidade estdo associadas ao diagnéstico de SK entre os

receptores de transplante renal. Em um grande registro de neoplasia em transplantes, 143
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(40,2%) de 356 pacientes com SK tinham envolvimento visceral, e 61 (17,1%) de 356
tinham o SK como a causa do Obito. Apesar da reducdo ou suspensdo do tratamento
imunossupressor levar a uma remissao completa do SK, entre os pacientes que evoluiram
para a remissdo, 65% deles perderam 0 enxerto ou se mantiveram com disfuncdo do
enxerto**?, comparando com 21% da populacao geral dos receptores de transplante.

No Kuwait®®, de 1171 receptores de transplante renal, nove desenvolveram SK.
Desses nove, quatro (44%) permaneceram vivos com o 6rgéo transplantado funcionante,
um (11%) excluiu-se do programa do hospital, dois (22%) perderam o enxerto, e dois
(22%) evoluiram para obito.

Na Turquia®”, um estudo conduzido com 772 receptores de transplante renal
mostrou que 25 (3,2%) desenvolveram o SK. Dois pacientes evoluiram para 6bito por
causa de SK generalizado e sete pacientes retornaram para a hemodialise 36 meses
apos o diagnéstico do SK.

Estudo italiano, realizado em 459 pacientes submetidos a transplante de figado,
relataram o acompanhamento de 5 pacientes que desenvolveram SK apds o transplante.
Quatro destes faleceram devido ao SK sendo uma alta taxa (80%) de mortalidade nesta
populacao .

Neste estudo, o HHV-8 ndo demonstrou uma atividade imunomoduladora em
relacdo ao enxerto renal, pois os receptores de transplante ndo apresentaram mais
rejeicdes comparando ao outro grupo. Oito (18,2%) pacientes soropositivos para HHV-8
perderam o enxerto e somente 10,25% dos soronegativos ndo sendo estatisticamente

significante. Nenhum paciente soropositivo evoluiu para 6bito.

j- HHV-8 e alteracdes hematoldgicas

As alteragbes hematoldgicas foram analisadas ao longo de dois anos nestes
receptores de transplante renal soropositivos para HHV-8 e ndo foi encontrada
significAncia estatistica quando comparadas ao grupo dos pacientes soronegativos.
Nenhum paciente apresentou pancitopenia no momento da soroconversdo como foi
descrito por Luppi et al®®. Farge et al.*®*" encontraram a hemoglobina abaixo de 12 g/dl e
também, os linfocitos abaixo de 750 mms3, como fatores de risco para o desenvolvimento
de SK. Os pacientes soropositivos para HHV-8 neste estudo ndo apresentaram alteracfes

hematol6gicas significativas como descrito nestes trabalhos citados.
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k. HHV-8 e sorologias

O HHV-8 ndo € um virus comum na populagéo geral, portanto as sorologias sédo
mais Uteis do que outros métodos para detectar infecgbes primarias®?. As andlises
sorolégicas mais utilizadas sdo as imunofluorescéncias usando células B infectadas pelo
HHV-8 e o ELISA que usa proteinas ou peptideos isolados do HHV-8, detectando
anticorpos relacionados a fase de replicacao e também, a latente.

Nao ha dados definitivos sobre o melhor método sorolégico para diagnosticar
infeccdo pelo HHV-8. Numerosos estudos de soroprevaléncia do HHV-8 tém sido
realizados confirmando soropositividade de 80-100% dos pacientes com SK(7897:99:100.178)
Em contraste, esses mesmos relatos ndo mostram consenso na soroprevaléncia para
HHV-8 em individuos sem SK. Os métodos publicados foram todos validados em
pacientes com SK e HIV, sendo individuos com alta prevaléncia de anticorpos anti HHV-8,
mas sdo discordantes nos estudos comparativos realizados na populacdo geral que
possui relativamente baixa soroprevaléncia.

Entre os testes sorolégicos geralmente empregados no diagnéstico da infeccao
pelo HHV-8, resultados discrepantes vém sendo relatados na literatura®**’®.
Recentemente, a pesquisa de anticorpos de fase litica tem sido indicada como marcador
da infeccdo pelo HHV-8'"9. Devido a esta falta de um método padrdo ouro para o
diagnoéstico dessa infeccdo até o momento, considerou-se, neste estudo, como critério
diagnoéstico da infeccdo pelo HHV-8, a positividade em qualquer uma das técnicas
sorolégicas utilizadas.

Os testes soroldgicos empregados nesse estudo foram previamente validados por
Sumita et al.?* e Pierroti® no Brasil. Sumita et al.®*® analisaram os soros de pacientes
com SK e doadores de sangue, encontrando 71,4% e 0% de positividade para IFA-LANA,
95,2% e 2,4% para IFA-LITICO e finalmente, 92,8% e 6,1% para ELISA-LITICO pPORF 65,
respectivamente. Pierroti® encontrou na anélise sorolégica de pacientes HIV/AIDS uma
soropositividade maior através do IFA-LITICO (85,5%), seguido do ELISA-LITICO (59,4%)
e do IFA-LANA (44,9%).

Neste estudo, obteve-se melhor desempenho do método de IFA-LITICO (11% de
soropositividade das amostras), seguido pelos métodos ELISA-LITICO (2,75% de
soropositividade) e IFA-LANA (1,75% de soropositividade).

Nos doadores de transplante renal, 0 método IFA para a pesquisa de anticorpos

contra antigenos da fase latente (LANA) detectou 2% de positividade e para pesquisa de
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anticorpos contra a fase litica 7,5% de positividade. Pelo método de ELISA para
anticorpos contra antigenos da fase litica do virus 3% dos soros foram reagentes.

Nos receptores de transplante renal, o0 método IFA para a pesquisa de anticorpos
contra antigenos da fase latente (LANA) detectou 1,5% de positividade e para pesquisa
de anticorpos contra a fase litica 14,5% de positividade. Pelo método de ELISA para
anticorpos contra antigenos da fase litica do virus 3,5% dos soros foram reagentes.

Os pacientes permaneceram soropositivos para HHV-8 apds o transplante durante
seis meses, apenas com o método IFA-LITICO, as outras sorologias se tornaram
negativas ja na segunda amostra.

Considerando dois testes diagnodsticos, a combinagdo IFA-LITICO e ELISA-LITICO
foi a de melhor desempenho, seguida pela combinacdo IFA-LITICO e IFA-LANA. N&o
encontramos associagio entre os métodos IFA-LANA e ELISA-LITICO.

Em relacdo aos onze receptores de transplante renal que soroconverteram, o
método IFA para a pesquisa de anticorpos contra antigenos da fase latente (LANA) foi
detectado em apenas um paciente e para pesquisa de anticorpos contra a fase litica em
onze pacientes. Pelo método de ELISA para anticorpos contra antigenos da fase litica do
virus nenhum dos soros foi reagente.

Os trabalhos tém mostrado a baixa sensibilidade do uso de anticorpos anti-LANA
em detectar a infec¢do pelo HHV-8 nos casos de SK-AIDS, pois dependem do estado
imunolégico dos pacientes avaliados. Lennete et al.®®, usando células BCBL-1
detectaram 52% de casos positivos, Pierrotti et al.®® encontraram 66,6% de
soropositividade, enquanto Sumita et al.?®® 71,4% em pacientes com SK e Simpson et
al."® empregando células BCP-1 encontram valores de positividade de 82%. Zhu et
al.*®¥ usando células BCP-1 encontraram 82%, Perna et al.*”?, 84% através das células
BCBL-1 e Chandran et al.**® encontrou 93% de positividade.

Comparando os trabalhos acima que avaliaram a soropositividade através do IFA-
LANA, os trabalhos a seguir, mostram uma soropositividade maior usando o IFA-LITICO
nos pacientes com SK. Lennette et al.’®, através de antigeno viral da fase litica
encontraram 96% de positividade nestes pacientes com SK enquanto, Sumita et al.®
95,2%, Pierrotti et al.®® encontrou 100% de soropositividade (utilizando células BCBL-1),
Chandran et al.**? 98% de soropositividade, Zhu et al.**® (usando células BCP-1) 99%
de soropositividade em pacientes com SK. Observamos nestas andlises que a
soroprevaléncia encontrada foi acima de 90%, portanto sendo um bom método para

investigacdo do HHV-8.
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Em um estudo’® comparando técnicas sorolgicas para detecgéo de anticorpos
anti HHV-8, foram analisados diversos grupos de pacientes desde doadores de sangue
até pacientes com alto risco de apresentarem infec¢do pelo HHV-8. Os pacientes com SK
apresentaram 88% de anticorpos positivos contra antigenos da fase latente e litica
através da imunofluorescéncia. Em todos os outros grupos, 0s anticorpos contra
antigenos da fase latente foram raros (0-2,6%) e os anticorpos contra antigenos da fase
litica foram encontrados 20-30% de positividade em pacientes sem SK. Todos os
pacientes com anticorpos antiantigenos da fase latente também apresentavam anticorpos
anti antigenos liticos detectados. Para verificar a especificidade dos anticorpos contra
antigenos da fase litica, 170 amostras também foram testadas através de outros métodos
como, por exemplo, o ELISA com duas proteinas recombinantes do HHV-8 (ORF 65/ vp
17 e K8.1/gp 35-37), virion ELISA e duas imunofluorescéncias para confirmacdo de
anticorpos anti antigenos da fase litica (MIFA, ABI IFA). A comparacdo de diferentes
métodos sugeriu que o ELISA K8.1 foi altamente especifico associado a concordancia
entre todas as outras analises soroldgicas, mas poucas amostras foram positivas sendo
neste caso pouco sensivel. As duas IFAs e o MIFA por outro lado, detectaram um grande
namero de amostras positivas. Isto indica uma alta sensibilidade e uma baixa
especificidade quando comparada a outras analises.

Os métodos sorolégicos para o diagnéstico da infeccdo pelo HHV-8 empregando
antigenos da fase litica do virus tém apresentado melhor desempenho no diagnéstico da
infeccdo pelo HHV-8 em relacdo aqueles empregando antigenos da fase latente do
virus®®®, como também foi demonstrado neste estudo. O mesmo foi observado por outros
pesquisadores que passaram a utiliza-lo inclusive como método Unico de triagem de soros
para estudos de prevaléncia de infeccdo pelo HHV-g(®06970164.167.187.188,190223.290.291) * p
maior deteccdo de anticorpos contra antigenos liticos em relac@o aos antigenos latentes
pela IFA pode ser devido ao maior nimero de proteinas imunogénicas produzidas na fase
litica em relacdo a fase latente do virus, assim como uma possivel persisténcia de
anticorpos contra os antigenos liticos. A auséncia de anticorpos contra antigenos liticos
em um soro positivo para anticorpos anti-LANA poderia representar infeccdo recente
neste doador de transplante, ja que o aparecimento destes anticorpos parece preceder 0s
da fase litica®?.

Quando se analisou o desempenho dos métodos sorolégicos nesta populacdo de
pacientes doadores e receptores de transplante renal foi encontrada uma maior

soropositividade nos receptores através do método IFA para pesquisa de anticorpos
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contra a fase litica, onde detectou-se 14,5% de positividade. Também foi o melhor
método diagnéstico nos doadores de transplante renal, encontrando uma positividade de
7,5%. O IFA-LITICO foi detectado em 100% dos pacientes que soroconverteram e apenas
um dos pacientes apresentava também, o IFA-LANA presente.

Comparando com os dados encontrados em outras populacdes de pacientes
transplantados encontramos uma semelhanca com os trabalhos realizados na Franca™®
e Italia®*??”, pois ambos também utilizaram a IFA contra antigenos da fase litica, que é
considerado um método bastante sensivel. No estudo Francés“?, para a deteccéo do
HHV-8 foi utilizada a linhagem celular KS-1 (linhagem celular latentemente infectada pelo
HHV-8 derivada do linfoma de células B de cavidade, detectando anticorpos contra a
estrutura do core e antigenos do envelope e ndo estrutura latente) sendo encontrada 8%
de positividade utilizando IFA-LITICO nos doadores de transplante e 15,1% nos
receptores. Estudo realizado por Cattani et al.*® na Itélia, utilizando a linhagem celular
BC-3, sendo realizado IFA-LITICO encontrando 14,8% de soropositividade para HHV-8
nos receptores de transplante renal. Outro estudo italiano®?®, utilizando a linhagem
celular BCBL-1, no qual foi realizada a IFA-LITICO, encontrou-se soropositividade de
16,5% em pacientes transplantados renais.

Comparando o estudo francés realizado por Francés et al.®Y nesta populagéo de
transplantados renais onde foi utilizada a linhagem celular originada da PEL (latentemente
infectada com HHV-8, mas ndo com EBV) sendo realizada a IFA-LANA encontrou-se 8%
de soropositividade nos receptores pré-transplante renal e em outro estudo francés
realizado por Challine et al.*! onde foi utilizado o IFA-LITICO, encontrou-se uma
soropositividade maior (15,1%) nesta mesma populacdo. Provavelmente ha esta diferenca
em estudos realizados no mesmo pais devido a baixa sensibilidade do método
diagnéstico utilizado no primeiro estudo, como ja citado previamente e também observado
nos dados deste estudo (IFA-LANA detectou 1,5% de positividade nos receptores de
transplante renal).

Estudo realizado por Marcelin et al. @ avaliaram 122 doadores e seus respectivos
receptores de transplante de figado no dia do transplante e encontraram uma
soroprevaléncia para HHV-8 de 3,3% nos doadores e de 2,5% nos receptores através da
andlise da IFA para os anticorpos contra antigenos da fase latente (LANA). Nenhum
doador ou receptor que possuia a sorologia positiva apresentou PCR positivo no dia do
transplante. Todos os 4 receptores dos doadores soropositivos que eram, previamente ao

transplante, soronegativos para HHV-8 ap6s uma avaliacdo no quarto € no sexto més
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pos-transplante através das sorologias que avaliavam os anticorpos contra antigenos da
fase litica foi observada uma soroconversdo em todos estes receptores e todos as
sorologias relacionadas ao LANA foram negativas. Em relacdo aos receptores de
transplante de figado soropositivos no pré-transplante estes permaneceram soropositivos
até seis meses apos o transplante através da avaliacdo dos anticorpos contra a fase litica.
Estes achados podem estar relacionados ao fato que o alvo dos anticorpos contra
antigenos liticos aparecem antes dos anticorpos dirigidos a fase latente. A auséncia de
soroconversdo avaliada através do LANA indica que o melhor método para ser usado é a
sorologia através da IFA contra antigenos liticos®®28:22%),

Apesar de existirem debates em relacdo ao melhor método utilizado, o IFA litico

parece ser o mais sensivel®¢389

. Além disto, a taxa de soroconversao pode ser
subestimada quando se faz apenas o uso do IFA-LANA. Isto foi ponto de destaque em um
estudo realizado por Marcelin et al.?® no gual, nenhuma soroconverséao foi observada
guando se utilizou o método soroldgico de IFA-LANA em dois receptores de transplante
de figado que soroconverteram, desenvolvendo doenca priméria pelo HHV-8. Entretanto,
através do uso do método sorolégico de IFA-LITICO, todos os pacientes que receberam o
enxerto de um doador infectado pelo HHV-8 e soroconverteram foram diagnosticados. Isto
pode estar relacionado ao fato que, os anticorpos especificos contra antigenos da fase
litica aparecem antes que 0s anticorpos direcionados a fase latente. A baixa sensibilidade
da IFA-LANA pode estar relacionada com a fase da infec¢gdo/doenca HHV-8. Previamente
foi mostrado que a soroprevaléncia de anticorpos contra antigenos da fase latente em
populacdes de baixo risco é muito baixa®"*?. Deste modo, 0 uso combinado dos métodos
sorolégicos IFA-LANA e IFA-LITICO para avaliar a soropositividade pelo HHV-8 deve-se
evitar a posssibilidade de resultados falsos negativos e fornece uma avaliacdo exata da
taxa de soroconversao apoés o transplante.

Neste estudo também foi realizado o método soroldgico ELISA-LITICO com
proteina recombinante onde foi encontrada uma soropositividade de 3% nos doadores e

de 3,5% nos receptores de transplante renal. Um estudo Suico®

, que também utilizou
como método sorolégico o ELISA recombinante utilizando a ORF65,2 na investigacao da
infeccdo pelo HHV-8 dos pacientes transplantados renais, encontrou uma positividade
através deste método de 6,4% antes do transplante.

Recentemente foi observado em relagédo a utilizacdo preferencial de determinada
linhagem celular quando se deseja pesquisar anticorpos dirigidos a antigenos LANA e

outra para antigenos liticos. A linhagem BCP-1 foi utilizada na IFI-LANA por varios
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autores’>98177.292299) " 33 3 linhagem BCBL-1 foi empregada no ensaio de IFI-LITICO em
outros estudos’%%+1671%) Neste estudo foi utilizada apenas a linhagem celular BCBL-1
sendo o IFA-LITICO mais sensivel.

Os métodos soroldgicos hoje disponiveis tém mostrado boa sensibilidade para
deteccdo de anticorpos em soros de pacientes com SK, porém em individuos sem a
doenca, a real prevaléncia da infeccdo ndo é conhecida. E possivel que baixos titulos de
anticorpos contra o HHV-8 ndo estejam sendo detectados pelos testes utilizados, ja que
mesmo pacientes com SK relacionado a AIDS podem ter baixos titulos de anticorpos
especificos ao HHV-8"®. Deste modo, individuos soropositivos ao HHV-8 podem ter sido
classificados erroneamente como né&o infectados. Esta incerteza se deve ao fato que a
resposta imunoldgica na infeccao pelo HHV-8 ainda é muito pouco conhecida.

Alguns autores#3185188) mostraram que certos ensaios imunoenziméticos sozinhos
ndo foram suficientemente sensiveis para detectar infeccdo em amostras de soro obtidas
da populagéo geral e de banco de sangue, que apresentavam baixos titulos de anticorpos
especificos. Sugeriram que o ideal seria utilizar varias técnicas sorolégicas, com

principios diferentes e que reconhecessem antigenos de diversas fases da infecgao viral.

I. HHV-8 e PCR

A demonstracdo do genoma do HHV-8 pela PCR é um método muito sensivel e
especifico no diagnéstico diferencial das lesdes angioproliferativas.

A boca e orofaringe séo sitios dominantes de eliminagdo do HHV-
8(54,56,61,68,152,254,294,295)'

Pauk et al. ®®; avaliaram homens que eram sabidamente soropositivos para HHV-8
e faziam sexo com homens (HSH), foi detectado o DNA do HHV-8 através da PCR mais
freqientemente em fluidos orais. O DNA do HHV-8 também foi detectado em células
polimorfonucleares e com freqiiéncia menor, no plasma, sémen, secre¢do prostética,
swab uretral e anal.

Na Arabia Saudita®®, cinco pacientes receptores de transplante renal com SK
foram avaliados em diversos sitios para a deteccdo do DNA viral, sendo este encontrado
em todas as amostras de biépsias com SK e também, no plasma. Nas amostras da saliva
o0 DNA viral foi detectado em 80%, 20% em outros tipos de amostras da cavidade oral
(palato, parétida, etc) e em nenhuma amostra nos leucocitos.

Estudo realizado na Franca por Pellet et al.®®"  avaliaram a viremia através do

PCR quantitativo em 43 pacientes (37 receptores de transplante de rim e 8 pacientes em
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dialise) com diagndstico de SK e mostrou que a viremia esta relacionada a progresséao da
doenca. Previamente, foi utiizada a PCR padrdo neste mesmo grupo onde nao foi
detectada viremia pelo HHV-8 em receptores de transplante sem SK®°?.

Spira et al.*® compararam o uso de sorologias e a PCR para diagnosticar
infeccdo pelo HHV-8 em pacientes que eram HIV positivo com SK (30 pacientes), HIV
positivo sem SK (25 pacientes), HIV positivo que desenvolveram SK posteriormente (13
pacientes) e doadores de sangue (20 pacientes). Na analise soroldgica encontrou-se 80-
97% de soropositividade nos pacientes HIV+/SK +, 54-100% nos pacientes HIV+ que
desenvolveram SK posteriormente, 16-56% no grupo sem SK e de 0-10% no grupo
controle (doadores de sangue). Em relacdo a andlise da PCR poucos pacientes foram
positivos para HHV-8. Nenhum paciente do grupo controle foi positivo. Aproximadamente
40-50% do grupo HIV+/SK+ foi positivo, no grupo de pacientes HIV+ e que
desenvolveram SK posteriormente encontrou-se em torno de 30% de positividade e em
apenas poucos pacientes (5-10%) dos que eram HIV+/ sem SK.

No Texas, Hudnall et al.?®” avaliaram 58 pacientes transplantados renais no pés-
transplante e encontraram uma soropositividade para IFA-LITICO de 50% e de 7% nos
doadores de sangue e quando foi analisada a PCR somente 3 de 33 receptores de
transplante avaliados foram positivos e nenhum doador de sangue apresentou PCR
positiva.

Estudo realizado em 122 pacientes receptores de transplante de figado e seus
respectivos doadores, a PCR para HHV-8 foi analisada no pré-transplante em todas as
amostras que eram soropositivas para HHV-8 (total de sete pacientes) e também,
posteriormente ao transplante, nos quatro pacientes que soroconverteram. Foi encontrada
carga viral detectavel para HHV-8, somente nos dois pacientes que se tornaram
sintomaticos apresentando HHV-8 primario e SK disseminado. Foi observado através do
método quantitativo que o DNA para HHV-8 nas células polimorfonucleares e plasma
podem ser (teis para predizer o inicio de doencas graves relacionadas ao HHV-8.

O aumento do nivel da viremia do HHV-8, tem sido mostrada ser associada com o
inicio da doenca relacionada ao HHV-8 em pacientes imunodeprimidos®®" 2%

Em nosso estudo, a PCR no soro ndo mostrou ser um método diagndstico Uutil,
sendo positivo em apenas uma amostra das 139 amostras testadas. Isto pode estar
relacionado ao fato que: 1) A PCR foi realizada em amostras do soro no lugar de células
mononucleares periféricas. 2) A PCR de acordo com os trabalhos recentes é mais

sensivel em amostras de saliva nos pacientes infectados pelo HHV-8 do que em amostras
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do sangue. 3) A PCR é mais sensivel nos pacientes que possuem SK ja estabelecido do
gue em pacientes que ndo tem a doenca.

Estes resultados sugerem que a PCR para detectar a presenca do HHV-8 no
enxerto nao é eficaz o suficiente para prevenir a contaminacao do doador para o receptor.

Este estudo aumenta a questao da sistematica do screening dos doadores para o
HHV-8, pois ndo se deve excluir o enxerto, mas deve-se conhecer o status soroldgico do
receptor e doador para HHV-8, a fim de monitorar o receptor adequadamente através da
sorologia contra antigenos da fase litica e nos casos de imunossupressdo mais potente,
utilizar a PCR quantitativa. Pois desta maneira, com o aumento progressivo da carga viral
do HHV-8, poderemos tentar estratégias a fim de prevenir desenvolvimento de doencas
graves como o0 SK, através da diminuicdo ou da modificacdo do esquema
imunossupressor, como, por exemplo, a mudanca para o sirolimus ou até mesmo, a
suspensao total dos imunossupressores. Estas medidas fazem com que se diminua a
carga viral e nos casos de lesdes ja estabelecidas pelo SK pode ocorrer a reducdo das

lesdes.

121




7. CONCLUSOES

1. A taxa de soroconversdo para HHV-8 nos pacientes receptores de
transplante renal encontrada no Hospital do Rim e Hipertensdo — UNIFESP/EPM foi de

6,58%, sendo uma taxa intermediaria quando comparada a encontrada em outros paises.

2. A infeccdo primaria causada pelo HHV-8 apresentou-se como um quadro
benigno e oligossintomatico.

3. A via de transmissdo do HHV-8 né&o foi relacionada ao enxerto na grande
maioria dos pacientes, outras formas de transmissao sdo aventadas.

4, N&o houve significancia estatistica quando se comparou a freqiiéncia e tipo
das infeccdes, a rejeicdo aguda, a perda do enxerto e a taxa de mortalidade nos
pacientes infectados e nao infectados pelo HHV-8 apds o transplante renal, ndo houve

significancia estatistica.

5. A incidéncia de neoplasias apds o transplante nos pacientes soropositivos
para HHV-8 mostrou-se com uma tendéncia a significancia (p=0,072), em relagédo aos

pacientes soronegativos.

6. O método sorolégico isolado que apresentou melhor desempenho para o
diagnostico de infeccdo pelo HHV-8 foi o IFA-LITICO, identificando 83,34% das amostras
soropositivas ao HHV-8. Considerando-se dois testes diagnésticos, a combinacédo IFA-
LITICO e ELISA-LITICO foi a de melhor desempenho, identificando 100% das amostras
soropositivas. A PCR ndo se mostrou um bom método diagndstico nesta infecgao, pois s6
foi positiva em 0,7% das amostras estudadas.
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8. ANEXOS

123




ANEXO |
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Esta sendo realizada uma pesquisa no Hospital do Rim e Hipertensdo que tem por
objetivo determinar a soroprevaléncia de um virus chamado herpes humano tipo-8,
através de métodos laboratoriais chamados sorologias , e PCR. Estes métodos auxiliam
o0 médico no diagnéstico da infeccdo por este virus (HHV-8), que acomete pessoas
submetidas a transplante de rim. Esta infeccdo pode causar febre, anemia, pancitopenia
€, N0S casos mais graves (que sdo a minoria), pode causar um tipo de cancer conhecido
como Sarcoma de Kaposi. O titulo da pesquisa é: “Avaliacdo da Soroprevaléncia de
Herpesvirus Humano 8 (HHV-8, Virus Associado ao Sar coma de Kaposi) em
doadores e receptores de transplante renal”.

A importancia da pesquisa é descobrir qual a quantidade de pessoas que ja
apresentam esse virus antes do transplante e quantos pacientes adquirem este virus
apos o transplante renal.

Neste hospital o diagnéstico é feito a partir da coleta de 15 ml de sangue e através
de um exame chamado sorologia e PCR . A sorologia € um exame que ajuda na
identificacdo de anticorpos especificos contra o Herpesvirus Humano Tipo 8. O PCR é um
exame que analisa o material genético deste virus no sangue. Estes exames foram
solicitados hoje para esclarecimento diagndstico no seu caso.

Para a realizacdo desta pesquisa € necesséria a coleta de 10ml de sangue. Esta
guantidade de sangue nao é suficiente para causar problemas para o paciente, como por
exemplo, anemia.

Nao havera qualquer custo para o Sr. (Sra.) para a realizacdo dos exames.

Com estes exames poderemos avaliar qual € o melhor método para diagndstico
desta virose, 0 que resultard em beneficio para futuros pacientes transplantados,
possibilitando um tratamento mais rapido e adequado.

O Sr.(Sra.) tem total liberdade de nado participar da pesquisa, ndo havendo
qualquer prejuizo aos cuidados no seu tratamento.

O Sr.(Sra.) tera acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa, podendo
contactar Dra.Pollyane Sousa Gomes (fone 5087-8000 ou 9386-5979) ou Dr. Luis
Fernando A. Camargo (fone 5087-8000 ou BIP 3887-7722 codigo 1289499), caso tenha
davidas sobre o projeto. Caso tenha davidas sobre a ética do estudo, contactar o Comité
de Etica Médica da EPM no fone 5576-4567 ou 5571-1062.

O Sr.(Sra.) aceita ser submetido(a) a coleta de 15 ml de sangue para a realizacéo
dos exames citados?

O sangue coletado sera utilizado somente para fins desta pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacgdes que li ou
lidas para mim e concordo voluntariamente em participar desta pesquisa.

Data: [

Assinatura do paciente ou representante legal

Data: [

Assinatura da testemunha

Local: Sdo Paulo — SP
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ANEXO Il
FICHA CLINICA DOS PACIENTES

TESE HHV-8 // RECEPTOR

Dl: / / N°

Nome:

Data de nascimento:___ /| _ / Idade: Sexo: () Masc ( ) Fem Cor:

Naturalidade: Procedéncia: Profissao:

Endereco

Fone:

Tx atual em: / /
Rim Doador Vivo ( YHLA I( ) 1( ) 1I( ).Obs.:

Doador Falecido ( )
Etiologia da IRC:

Didlise Prévia: ( ) Peritoneal () Hemodialise

Transfusdes:

Antecedentes Pessoais:
( ) UDEV ( ) Uso de Preservativos ()DST

( ) Homossexual ( ) Heterossexual

IMUNOSSUPRESSORES DOSE PERIODO

-prednisona

-ciclosporina

-azatioprina

-anticorpo monoclonal

-anticorpo policlonal

-MMF

-FK-506

-rapamicina

-RAD

-FTY

Transplante prévio em / /
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Episo6dios de rejeicao prévios

DATA TRATAMENTO
SOROLOGIAS / / / / / /
CMV IgM 19G IgM 1gG IgM 1gG
Epstein-Barr IgM IgG IgM IgG IgM IgG
Hepatite B -Anti-HbS
-HbS-Ag
-anti-HbC 1gG
-anti HbC-T
-HbE Ag
-anti-HbE
Hepatite C
Toxoplasmose igM  1gG IgM  1gG IgM  1gG
avidez avidez avidez
Sifilis -VDRL
-treponémico
HIV
HERPES-2
SOROLOGIAS HHV-8
Anticorpo Anti AG-litico 1 Anticorpo Anti-LANA
I I
I I
T I
I I
T I
I I
I I
ELISA ELISA
T I
T I
T I
T I
Hemodialise P6s-TX 1l Transfusdo Sg. P4s-TX
T I
T I
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EVOLUCAO POS-TRANSPLANTE

DATA [/ |/
Q.C=

EXAME FiSICO=
DATA | |/
Q.C=

EXAME FiSICO=
DATA [ |/
Q.C=

EXAME FiSICO=
DATA [ |/
Q.C=

EXAME FiSICO=
DATA [/ |/
Q.C=

EXAME FiSICO=
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TRATAMENTOS:

INFECCAO

DROGA

DOSE

PERIODO

EXAMES LABORATORIAIS

RX

HB/HT

LEUCO

Dif.

PLAQ.

CREAT.

UREIA

Na/K

TGO/TGP

FANGT

BD/BI

AP/RNI

DHL

Urinal
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TESE HHV-8 // DOADOR

DI: [/ / N°
Nome:
Data de nascimento:___ /| _ / Idade: Sexo: () Masc ( ) Fem Cor:
Naturalidade: Procedéncia: Profissao:
Endereco
Fone:
Tx atual em: / /
Rim Doador Vivo ( YHLA I( ) H( ) ()
Doador Falecido ( ) Causa:
Antecedentes Pessoais:
( ) UDEV ( ) Uso de Preservativos ()DST
( ) Homossexual ( ) Heterossexual
Sorologias / / / / / /
CmvV IgM /1IgG IgM /IgG IgM /1IgG
Hepatite B
Hepatite C
HH HHV-8 LANA LANA LANA
LITICO LITICO LITICO
ELISA ELISA ELISA
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ANEXO Il )
APROVACAO DO COMITE DE ETICA

Universidade Federal de Sio Pavlo Comité de Etica em Pesquisa
Hospital Sdo Paulo

S&o Paulo, 14 de novembro de 2008.
CEP 1863/08

limo{a). Sr(a).
Pesquisador(a) POLLYANE SOUSA GOMES

Co-Investigadores: Celso Francisco Hemnandes Granato, Luis Fernando Aranha Camargo (orientador)
Disciplina/Departamento: Doengas Infecciosas e Parasitirias/Medicina da Universidade Federal de Sio
Paulo/Hospital S&o Paulo 2

Patrocinador: Recursos Préprios.

PARECER DO COMITE DE ETICA INSTITUCIONAL

Ref: Projeto de pesquisa intitulado: “Aspectos clinicos e epidemiolégicos da doenga primaria causada pelo
Herpesvirus humano-8 apés o transplante renal”.

CARACTERISTICA PRINCIPAL DO ESTUDO: Observacional.

RISCOS ADICIONAIS PARA O PACIENTE: Sem risco, sem procedimento invasivo.

OBJETIVOS: Epidemiologia da doenga primaria ou reativada apés transplante renal pelo HHV-8.

RESUMO: Trabalho realizado no Hospital do Rim e Hipertensdo da Fundagdo Osvaldo Ramos. Foi realizado um
estudo prospectivo aberto, ndo randomizado do tipo cohort, cujas informagdes foram coletadas de modo sucessivo e
sistemético ‘entre os meses de abril de 2001 a junho de 2004, em um Unico hospital. Este estudo ‘consiste no
acompanhamento dos pacientes receptores de transplante renal para avaliar a epidemiologia da doenga primaria o‘p
reativada apés transplante renal pelo HHV-8. Os pacientes foram entrevistados utilizando-se um quesuonaﬁé
padronizado e pré-codificado. Foram coletadas informagfes sociodemograficas,, potenciais formas de exposigdo a
agentes infecciosos de transmisséo sanguinea e sexual, forma de didlise que o paciente era submetido, o tipo de
doador do transplante renal e a imunossupressdo. O acompanhamento des pacientes foi realizado em duas fases: a)
primeira fase: todos os receptores soropositovos para HHV-8 e. previametne ao transplante e também os receptore\p
soronegativos, mas que possuiam doadores soropositovos para HHV-8 foram seguidos mensalmente através de
consultas, inicialmente durante 6 meses. B) na segunda fase, os prontuarios de todos os paciehtes foram avaliados
apds 1 e 2 anos apds o transplante para verificar a ocorréncia ou n3o de sarcoma de Kaposi, sobrevida do enxerto e
do paciente. Foram analisados os ensaios laboratoriais e moleculares..

FUNDAMENTOS E RACIONAL: N&o ha na literatura, dados sobre epidemiologia da doenca primaria ou reativada dp
herpesvirus humano 8 na populagao de transplantados renais do Brasil e o impacto dessa infecglio na sobrevida
desse paciente e do enxerto renal..

MATERIAL E METODO: Estao descritos os procedimentos a serem realizados, sendo o estudo conduzido no centro
onde s#o realizados grande nimero de transplantes renais..

TCLE: Adequado, de acordo com a resolugio 196/96.

Rua Botucatu, 572 - 1° andar — conj. 14 - CEP 04023-062 - Sdo Paulo / Brasil
Tel.: (011) 5571-1062 - 5539.7162
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=)0 UNIFESP
/ i Universidade Federal de S3a Paulo Comité de Etica em Pesquisa
Haospital S§o Pawio

DETALHAMENTO FINANCEIRO: Sem financiamento externo.
CRONOGRAMA: 24 meses.

OBJETIVO ACADEMICO: Doutorado.

ENTREGA DE RELATORIOS PARCIAIS AO CEP PREVISTOS PARA: 9/11/2009 e 9/11/2010.

© Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Sao PaulofHospitat Sdo Paulo ANALISOU e-APROVOU
o projeto de pesquisa referenciado. X
1. Comunicar toda e qualquer alteragdo do projeto e termo de consentimento liie e esclarecido. Nestas
circunstancias a inclusdo de pacientes deve ser temporariamente interrompida até a resposta do Comité, apés
andlise das mudangas propostas.

2. Comunicar imediatamente ao Comité qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento do estudo.

3. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por 5 anos parg
possivel auditoria dos 6rgdos competentes.

Atenciosamente,

e

Prof. Dr. José Osmar Medina Pestana
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Sdo Paulo/ Hospital Sao Paulo 1863/08

Rua Botucatu, 572 - 1° andar - conj. 14 - CEP 04023-062 - Sao Paulo / Brasil
Tel.: (011) 5571-1062 - 5539.7162
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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