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RESUMO

INCIDENCIA DE INFECCAO ATIVA PELOS HERPESVIRUS HUMANOS 6 E 7 EM
RECEPTORES DE TRANSPLANTE RENAL

Adriane Silva Cruz

Orientadores: Prof. Dr. Guilherme Santoro Lopes
Prof. Dr. Mariano Gustavo Zalis

Resumo da Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de Pds-
Graduagdo em Medicina (Doengas Infecciosas e Parasitarias), Faculdade de
Medicina, da Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ, como parte dos
requisitos necessarios a obtencdo do titulo de Mestre em Medicina (Doengas
Infecciosas e Parasitarias).

Objetivo: Determinar a incidéncia de infecgao ativa por herpesvirus humanos (HHV)
6 e 7 em receptores de transplante renal (TxR) e analisar a repercusséo clinica
associada a ocorréncia destas infeccbes nessa populagdo. Métodos: Estudo
prospectivo de coorte, incluindo pacientes submetidos a TxR no Hospital
Universitario Clementino Fraga Filho (HUCFF), no Rio de Janeiro, Brasil. Foram
coletadas amostras de sangue durante as primeiras 12 semanas seguintes ao TxR
para pesquisar a presenga dos virus estudados através de PCR aninhado. Cada
paciente foi acompanhado por seis meses de pds-operatorio. Resultados: Dentre os
58 pacientes incluidos, havia igual numero de homens e mulheres, com a idade
mediana de 43 anos. Em 57% dos casos o doador era falecido. Observamos
incidéncia acumulada para HHV-6 e 7 de 29% e 28%, respectivamente.
Manifestacbes clinicas atribuidas a estas infecgbes ocorreram em poucos casos.
Houve uma tendéncia a maior chance de infecgdgo com HHV-6 (p=0,07) e HHV-7
(p=0,05) nos pacientes de idade mais baixa. Ndo houve associagdo entre estas
infeccOes e a ocorréncia subsequente de rejeicdo aguda ao enxerto. Analise
multivariada mostrou que a presenca do HHV-6 relacionou-se a maior risco de
infeccao bacteriana subsequente (p=0,07). Associagao similar nao foi demonstrada
com a infecg¢ao pelo HHV-7. Concluséo: As infecgbes por HHV-6 e HHV-7 tém alta
incidéncia em receptores de transplante renal, porém, a ocorréncia de
manifestagdes clinicas atribuiveis a estas infecgdes foi infrequente. A infecgdo pelo
HHV-6 associou-se a um maior risco de infecgcao bacteriana. Infecgées pelo HHV-6 e
HHV-7 ndo foram associadas a subsequente rejeicdo aguda ao enxerto.

Palavras-chave: transplante renal; infecgao; herpesvirus; HHV-6 e 7; rejeigao.

Rio de Janeiro
Julho/2009
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ABSTRACT

INCIDENCE OF HUMAN HERPESVIRUS 6 AND 7 ACTIVE INFECTION AMONG
RENAL TRANSPLANT RECIPIENTS.

Adriane Silva Cruz

Orientadores: Prof. Dr. Guilherme Santoro Lopes
Prof. Dr. Mariano Gustavo Zalis

Abstract da Dissertagcdo de Mestrado submetida ao Programa de Pods-
Graduagdo em Medicina (Doencgas Infecciosas e Parasitarias), Faculdade de
Medicina, da Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ, como parte dos
requisitos necessarios a obtencdo do titulo de Mestre em Medicina (Doengas
Infecciosas e Parasitarias).

Objective: To determine the incidence of active infection with human herpesvirus
(HHV) 6 and 7 among renal transplant (RTx) recipients and to describe the clinical
impact of with these infections in this population. Methods: Prospective cohort study
including patients submitted to RTx at Hospital Universitario Clementino Fraga Filho,
in Rio de Janeiro, Brazil. Blood samples were collected weekly during the first 12
following weeks after renal transplantation and tested for the presence of HHV-6 and
HHV-7 with nested polymerase chain reaction assays. Patients were followed for 6
months after RTx. Results: Among 58 patients enrolled, there was a balanced
proportion of males and females, the median age was 43 years old, and most
patients (57%) received a cadaveric donor graft. The cumulative incidence of active
HHV-6 and HHV-7 infections was 29% e 28%, respectively. Few patients developed
clinical manifestations attributable to these infections. Lower age tended to be
associated with higher incidence of HHV-6 (p=0,07) and HHV-7 (p=0,05) infection.
There was no association between the studied herpesvirus infections and the
occurrence of subsequent acute graft rejection. In multivariate analysis, HHV-6
infection was associated with a trend for a higher risk of bacterial infection (p=0,07).
A similar association was not observed after HHV-7 infection. Conclusion: HHV-6
and HHV-7 infections were highly incident among renal transplant recipients,
however clinical manifestations attributable to these infections were infrequent.
Bacterial infections tended to be more frequent after HHV-6 infection. HHV-6 and
HHV-7 infections were not associated with subsequent acute graft rejection.

Keywords: renal transplantation; infection; herpesvirus; HHV-6 and HHV-7; rejection
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1 INTRODUCAO

A evolugao da terapia imunossupressora, notadamente a partir da introdugao
da ciclosporina no inicio da década de 80, ao lado do desenvolvimento das técnicas
cirargicas, impulsionou a realizagdo dos transplantes de 6rgaos soélidos, que assim
tornaram-se modalidades terapéuticas com efetividade estabelecida no
prolongamento da sobrevivéncia e na melhora da qualidade de vida de pacientes
afetados por faléncia terminal de 6rgaos como rim, figado, coracdo e pulmao.
Todavia, em que pesem o0s avangos obtidos no manejo da terapia
imunossupressora, as complicagdes infecciosas permanecem entre as principais
causas de morbidade e mortalidade em receptores de transplantes de 6rgdos. E
importante assinalar que, para algumas das complicagdes infecciosas, o impacto
negativo sobre o prognostico dos receptores de transplantes de 6rgéos néo se
restringe aos efeitos diretos impostos pelo processo infeccioso. Efeitos indiretos,
como a elevagao do risco de rejeicdo por um lado e, por outro, da incidéncia de
outras infecgdes e neoplasias decorrentes da imunomodulagao podem resultar da
acao de determinados agentes infecciosos (Emery, 2001; Rubin, 2001). Tais efeitos
indiretos encontram-se bem documentados no caso da infecgdo por citomegalovirus
(Smith et al., 2001). Outros agentes, como os virus das hepatites B e C, o virus de
Epstein Barr e os herpesvirus 6 e 7 tém sido propostos como potenciais indutores
destes fenébmenos.

Os virus herpesvirus humanos 6 e 7 (HHV-6 e HHV-7) foram descobertos no
final dos anos 80 (Salahuddin et al., 1986; Frenkel et al., 1990), sendo classificados

no subgrupo dos beta-herpesvirus em fungao do grau de homologia genémica com o



citomegalovirus. Estes compartilham muitas caracteristicas com o citomegalovirus
incluindo, elementos semelhantes na organizagdo gendmica, reagdo cruzada
antigénica e caracteristicas similares in vitro (Smith e McDonald, 2006). Ambos séo
linfotrépicos, infectando preferencialmente linfocitos T CD4+ (Lusso et al.,, 1988;
Black e Pellett, 1999). Outras caracteristicas comuns a ambos o0s virus sédo a
elevada soroprevaléncia em adultos, abrangendo 90 a 95% dos individuos e o fato
de a maior parte das infeccbes serem adquiridas nos primeiros anos de vida
(Kimberlin e Whitley, 1998; Clark, 2000).

As infeccbes primarias por estes virus sao transmitidas pela saliva e ocorrem
principalmente nos primeiros dois anos de vida, o que pode ser considerado
relativamente precoce quando comparadas a outras herpesviroses como a infecgao
pelo virus de Epstein-Barr ou por citomegalovirus (CMV). Associam-se ao
desenvolvimento de doenga febril aguda e de exantema subito (Yamanishi et al.,
1988; Tanaka et al., 1994), sendo tais associa¢gdes mais estreitas com o HHV-6.
Todavia, muitas criancas com infeccéo primaria sdo assintomaticas.

Da mesma forma que o observado com as infecgdes por outros herpesvirus,
os virus HHV-6 e HHV-7 permanecem latentes no hospedeiro apds a resolugcédo do
quadro de infecgcao primaria. A reativacdo da replicagao viral tipicamente esta
relacionada a depressao da resposta imune, embora ndo raramente ela possa estar
presente em adultos e criangas imunocompetentes (Ward, 2005b).

O papel patolégico destes virus em individuos imunossuprimidos ainda vem
sendo estabelecido. Os dados disponiveis até o momento sugerem que, entre os
receptores de transplantes de 6rgaos sélidos, seja baixa a incidéncia de
manifestacdes clinicas associadas a estas infeccdes, em que pese a alta frequéncia

de reativacdo da infeccdo latente. Descrevem-se a ocorréncia de hepatite,



pneumonia, encefalite, além de uma sindrome viral caracterizada por febre que pode
ser acompanhada por neutropenia e plaquetopenia. Até o momento, a descricdo de
tais manifestagdes clinicas origina-se em sua maioria, de séries de receptores de
transplantes hepaticos (Carrigan e Knox, 1994; Osman et al.,, 1996; Singh e
Paterson, 2000; Emery, 2001).

Por outro lado, € possivel que a repercussdo mais relevante destas
infeccbes em receptores de transplantes de 6rgaos esteja relacionada a efeitos
indiretos da replicagdo viral, decorrentes de uma possivel atividade
imunomoduladora. O HHV-6 se replica, primariamente, em células TCD4+ e reduz a
producado de IL-2, assim como sua capacidade proliferativa. Além disso, pode ter
efeitos citopaticos em células CD8+ e natural killers. Tais efeitos podem interferir na
resposta imune celular. A viremia do HHV-6 estaria associada ao risco aumentado
de doenga severa por CMV (DesJardin et al., 1998; Mendez et al., 2001; Humar et
al., 2002). Semelhante relagdo entre a reativacdo da infeccdo por HHV-7 e o
subsequente surgimento de citomegalovirose foi sugerida em 2 estudos realizados
em receptores de transplante renal (Osman et al., 1996; Tong et al., 2000). A
associacdo entre as infecgdes por HHV-6 e HHV-7 e outras complicacbes
infecciosas nao tem sido consistentemente observada, talvez pelo tamanho limitado
das populagdes estudadas. Todavia, um estudo conduzido em receptores de
transplante hepatico, sugeriu a associagao da infecgdo por HHV-6 com um aumento
do risco de doenca fungica invasiva (Dockrell et al., 1997).

Ha indicios, também, que a ocorréncia de infeccdo por estes virus possa
estar associada a maior risco de rejeicdo ao enxerto. Observa-se na literatura uma
relacdo mais consistente entre infeccédo por HHV-6 e rejeicdo em receptores de

transplante hepatico (Griffiths et al., 1999; Feldstein et al., 2003; Harma et al., 20063a;



Harma et al.,, 2006b), enquanto, entre receptores de transplante renal, sdo mais
consistentes as evidéncias ligando a infecgdo por HHV-7 a rejeicao (Kidd et al.,
2000; Tong et al., 2002). Entretanto, Tong e colaboradores observaram apods
seguimento de mais longo prazo, que a ocorréncia de infeccao por HHV-6 nas
primeiras semanas apos transplante renal se relacionava a risco elevado de
disfungao crénica do enxerto (Tong et al., 2002). Um possivel mecanismo proposto
para a elevagao do risco dessa complicagao é a indugao da expressao de moléculas
de adesao como ICAM-1 e VCAM-1 e a ativacao linfocitaria decorrentes da infecgao
viral (Lautenschlager et al., 2000).

Apesar da crescente importancia que vem sendo dada a este tépico, ha
poucos dados a este respeito em nosso meio. Fatores locais como, por exemplo, o
protocolo de imunossupressao utilizado, podem, teoricamente, influir na incidéncia
destas infec¢des e, por conseguinte, no impacto que as mesmas teriam sobre o
risco de ocorréncia de rejeicao ou de infecgdes oportunistas. Assim, ndo esta claro
se podemos generalizar os resultados obtidos em outras populagdes. Desta forma
pareceu-nos justificada a realizagdo de um estudo prospectivo a fim de estabelecer
a incidéncia de infecg¢ao ativa por HHV-6 e HHV-7 e sua possivel associacdo com a
ocorréncia de manifestagdes clinicas de doenca, de rejeigcdo celular aguda e de
outras complicagdes infecciosas nos primeiros meses apdés a realizagdao de

transplante renal.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Histdrico e caracteristicas biol6gicas dos patégenos:

O HHV-6 foi identificado em 1986 (Salahuddin et al., 1986), ao ser isolado
em sangue periférico de seis pacientes com disturbios linfoproliferativos e de dois
outros com AIDS. Originalmente, foi rotulado como um virus R-linfotropico (HBLV)
devido seu tropismo para linfécitos B. Posteriormente, observou-se tropismo por
amplo espectro celular, incluindo células T, B, epiteliais, linfocitos, mondcitos,
macrofagos, células dendriticas, megacariocitos, células da neuroglia, fibroblastos e
células epiteliais (Braun et al., 1997). O CD46 constitui um componente essencial do
receptor de superficie da membrana celular que permite a ligagdo do HHV-6 a célula
hospedeira e esta presente na superficie de todas as células nucleadas, fato que
confere este amplo tropismo celular viral (Santoro et al., 1999; Caserta et al., 2001).

O HHV-7 foi originalmente identificado em 1990 (Frenkel et al., 1990) em um
individuo sadio. Assim como HHVG6, trata-se de um herpesvirus linfotrépico (Lusso et
al., 1994), com alta prevaléncia em individuos saudaveis. Embora linfécitos T CD4+
e células epiteliais de glandulas salivares sejam os principais sitios de laténcia do
HHV-7, a observagdo que a fosfoproteina pp85 do tegumento do HHV-7 estaria
presente em ceélulas outras como linfécitos de tecidos frequentemente
transplantados como pulmdes, figado e rim é intrigante (Kempf et al., 1998).

Tanto HHV-6 quanto HHV-7 pertencem ao género Roseolovirus. Junto ao
CMV, se incluem na subfamilia Betaherpesviridae, dentro da familia Herpesviridae.

Esta é a maior familia de virus de DNA que causam doengas em animais. O nome



da familia é derivado da palavra grega herpein, referindo-se a capacidade de
permanecer em laténcia no hospedeiro apds a infecgdo primaria, caracteristica
bioldgica importante, compartilhada por todos os herpesvirus. Dela resulta o fato de
que, uma vez infectado com um dos herpesvirus, o individuo se torna susceptivel a
reativacdo peridédica do mesmo. O processo pelo qual se estabelece o estado de
laténcia ndo é totalmente esclarecido, mas o que esta claro é a sua relacdo com
determinados tipos celulares especificos (Ward, 2005a). A reativacdo destas
infecgcdes pode resultar na sua transmissdo. Mesmo na auséncia de sinais e
sintomas de infeccdo, os virus podem estar presentes na saliva (HSV-1, EBV, CMV,
HHV-6 e HHV-7), secregbes genitais (HSV-2, CMV e HHV-6), urina (CMV), células
mononucleares (CMV, HHV-6 e HHV-7) e leite materno (CMV e HHV-7) (Prober,
2005).

Os herpesvirus sao relativamente grandes, com diametro entre 150-250 nm,
compostos fundamentalmente por 4 elementos estruturais incluindo o envelope,
tegumento, nucleocapsideo e o nucleo interno, que consiste de proteinas e genoma
viral. Aproximadamente 80 herpesvirus sdo conhecidos. Dentre estes, apenas 8 sdo
patdgenos humanos. Neste pequeno grupo incluem-se, além do HHV-6 e HHV-7, os
seguintes patégenos: herpes simplex tipo 1 (HSV-1), herpes simplex virus tipo 2
(HSV-2), virus varicella-zoster (VZV), virus de Epstein—Barr (EBV), citomegalovirus

(CMV) e herpes virus humano 8 (ligado ao Sarcoma de Kaposi) (Quadro 1).



Quadro 1 Caracteristicas epidemiolégicas e clinicas das infecgdes por herpesvirus humanos

Prevaléncia

aproximada
Virus Sub-familia em adultos Infeccdes comuns Sitio de laténcia Modo de transmissao
jovens nos
EUA (%)
Herpes simples Alpha- 50 Herpes labial e cutanea, Células neuronais, | Contato com secregdes

tipo 1 (HSV-1)

herpesvirinae

ceratite herpética, encefalite

especialmente

principalmente orais.

trigémio
Herpes simples Alpha- 25 Herpes genital, proctite, Células neuronais, | Contato com secregdes
tipo 2 (HSV-2) herpesvirinae herpes neonatal e meningite | especialmente principalmente genitais.
asséptica ganglios sacrais
Varicela zoster Alpha- 100 Varicela, herpes zoster Células neuronais, | Contato com lesdes cutaneas
(VZV) herpesvirinae especialmente infectadas.
ganglios e raizes Via respiratoria para varicela.
nervosas
Virus de Epstein Gamma- 75 Mononucleose infecciosa, Linfocitos B Contato com secrec¢des orais,
Barr (EBV) herpesvirinae febre prolongada, sangue ou orgaos transplantados.
manifestacées em multiplos
orgaos.
Citomegalovirus Beta- 50 Mononucleose infecciosa, Mondcitos e Contato com secrecdes orais ou
(CMV) herpesvirinae febre prolongada macrofagos genitais, urina, leite materno,
sangue ou 6rgaos transplantados.
Herpes virus Beta- 100 Doenca febril, roséola, Linfocitos T Contato com secrec¢des orais.
humano 6 (HHV-6)| herpesvirinae encefalite
Herpesvirus Beta- 100 Doenca febril, roséola Linfocitos T Contato com secregdes orais ou
humano 7 (HHV-7)| herpesvirinae leite materno.
Herpesvirus Gamma- <10 Sarcoma de Kaposi Nao estabelecido Contato com secrec¢des corporais.

humano 8 (HHV-8)

herpesvirinae

EUA — Estados Unidos da América

Fonte: Prober, 2005.




Os herpesvirus sao classificados em 3 subfamilias de acordo com suas
propriedades biolégicas. O a-herpesvirus (HSV-1 e -2) foram os primeiros a serem
descobertos, se replicam rapidamente em vasta gama de tecidos com destruigao
celular. O virus da varicela zoster também pertence a essa sub-familia, sendo o
unico herpesvirus para o qual ha uma vacina disponivel e eficaz (De Bolle et al.,
2005).

Os virus HHV-6, HHV-7 e CMV incluem-se na sub-familia dos (3-herpesvirus,
apresentando grande homologia na sequéncia de DNA entre si, reagao antigénica
cruzada e caracteristicas similares in vitro (Pellet e Dominguez, 2001). Replicam-se
vagarosamente e se limitam a alguns tipos celulares. Numero crescente de relatos
em literatura sugerem que o virus invada o sistema imune por paralisagcao das
células dendriticas, responsaveis pela resposta imune antiviral inicial (Rolle e
Olweus, 2009). A modulagao da resposta imune do hospedeiro seria, na verdade, o
mecanismo para criacdo de um ambiente no qual a infecgao viral possa perpetuar-se
(Hengel et al., 1998; Vossen et al., 2002).

Os membros da subfamilia y-herpesvirus tém crescimento lento e
desenvolvem laténcia em células linféides de seus hospedeiros naturais. O virus de
Epstein-Barr (causa da maioria dos casos de mononucleose) e o herpesvirus
humano-8 (etiologicamente relacionado ao Sarcoma de Kaposi) s&o os unicos com
potencial oncogénico estabelecido (De Bolle et al., 2005).

Em individuos imunocompetentes, a infeccdo primaria por HHV-6 e HHV-7
induz ao desenvolvimento de anticorpos neutralizantes entre 3 a 7 dias apds o
comecgo da febre. O pico de IgM acontece na 2% semana apos a infecgao e persiste
positiva por 2 meses. Os anticorpos IgG, apds atingir o pico nas primeiras 2

semanas, persistem por toda vida em cerca de 95% dos individuos infectados



(Yamanishi et al., 1988; Dockrell e Paya, 2001).

De acordo com Yasukawa (Yasukawa et al., 1993), os anticorpos
neutralizantes apresentam especificidade para uma variedade de epitopos que se
encontram na camada glicoprotéica. A reativagdo da infecgdo pode resultar em
resposta anamnéstica com aumento da concentragao de anticorpos especificos.

A resposta dos linfécitos T também parece ser importante na defesa do
hospedeiro frente aos beta-herpesvirus. A exposi¢cao de linfécitos TCD4 a antigenos
dos beta-herpesvirus associa-se a resposta proliferativa e a producao de interferon-
gama.

HHV-6 é classificado molecular, epidemiolégica e biologicamente em duas
variantes: tipo A e tipo B que compartilham determinadas caracteristicas bioldgicas e
alto nivel de sequéncia homologa, porém diferem quanto a relevancia, epidemiologia
e tropismo celular. HHV-6B tem maior incidéncia, causando a grande maioria das
infecgcbes primarias. Por outro lado, embora ambas as variantes sejam neurotrépicas
(Chan et al.,, 2001), esta caracteristica € mais frequentemente observada nas
infeccées por HHV-6A (Zerr, 2006). Nao se reconhece até o momento, a existéncia
de variantes do HHV-7 (Pellet e Dominguez, 2001).

As infecgdes causadas por HHV-6 apresentam-se tipicamente nos primeiros
anos de vida com o quadro clinico conhecido como roseola infantum (exantema
subito ou 62 doenca), doenga febril aguda com caracteristicas benignas que se
apresenta sob a forma de febre e erupgdo cutadnea, geralmente acometendo
criangas no 1° ano de vida. Este quadro também pode ser causado por HHV-7,

embora com menor frequéncia.
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2.2 Imunologia

O potencial imunomodulador de HHV-6 e HHV-7 possui interesse
consideravel na compreensao do papel que estes virus podem desempenhar na
morbidade pos-transplante. A infecgdo das células mononucleares do sangue
periférico por HHV-6 promove alteracdes nas fungdes dos linfocitos T, como se pode
evidenciar com a redugéo da sintese de interleucina 2 (IL-2) e da proliferagao celular
(Flamand et al., 1995). Por outro lado, o mesmo virus se comporta como um
importante indutor de citocinas como a 1a IL-1 e o fator de necrose tumoral-TNF.
(Flamand et al., 1991). Além disso, tanto HHV-6 quanto HHV-7 induzem apoptose de
linfécitos T. (Inoue et al., 1997; Secchiero et al., 1997).

Outro de seus efeitos € a infecgdo direta de células “natural killers” (NK),
assim como um aumento da toxicidade destas células mediadas pela inducéo de IL-
15 (Lusso et al., 1993; Flamand et al., 1996; Atedzoe et al., 1997). O HHV-6 parece
interferir na ativagdo dos mondcitos, produzindo uma diminuicdo da mesma (Burd e
Carrigan, 1993).

Em suma, as infecgcbes por estes virus promovem uma desregulacdo dos
linfécitos T e NK e da imunidade do hospedeiro mediada por mondécitos, através
tanto da inducdo de morte celular como da interferéncia com os mecanismos de

ativacao normal da producgao de citocinas.

2.3 Infeccdo em individuos imunocompetentes

Podemos considerar 3 etapas na historia natural da infeccdo por HHV-6 e
HHV-7. A primeira delas esta representada pela infecgdo primaria, que geralmente

se da nos primeiros anos de vida. A segunda etapa, de laténcia, € observada apés a
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resolugao da infecgao primaria em criangas e adultos sadios. A terceira etapa refere-
se caracteristicamente a pacientes em situagcdo de imunossupressao, quando a
replicacao viral se reativa (Campadelli-Fiume et al., 1999).

Os herpesvirus humanos 6 e 7 sao altamente prevalentes na populagao
humana. Na faixa etaria adulta, cerca de 95% da populagdo € soropositiva para
HHV-6 e HHV-7. A infeccdo se da por transmissao salivar com contato interpessoal,
usualmente nos primeiros 2 anos de vida (Okuno et al., 1989; Ward, 2005b; Zerr et
al., 2005b).

De uma forma geral, as manifestagdes clinicas da infeccdo primaria por
HHV-6 em hospedeiros imunocompetentes sao usualmente benignas e auto-
limitadas (Asano et al., 1994). Acredita-se que o0 exantema subito, também
conhecido como roseola infantum ou 62 doenga, seja a apresentagao clinica mais
comum na infancia, caracterizando-se por 3 a 5 dias de febre alta em lactente, sem
causa aparente, seguida por instalagéo subita de erupgédo cutdnea macular, résea,
sem prurido, predominante no pescoc¢o e tronco. Também tem sido implicado como
agente etiolégico de convulsdes febris (Hall et al., 1994). Em criangas maiores e
adultos as manifestacdes clinicas podem associar-se a ocorréncia de sindrome de
mononucleose. Outras manifestacbes atribuidas a esta infeccdo sdo: otite,
irritabilidade, sintomas respiratorios e gastrointestinais (Pruksananonda et al., 1992;
Portolani et al., 1993; Hall et al., 1994). As complicagcbes da infecgao primaria sdo
infrequentes e incluem: invasdo do sistema nervoso central com convulsdes,
sindrome hemofagocitica e hepatites fulminantes.

Em 2005, Zerr e colaboradores (Zerr et al., 2005b) descreveram um
importante estudo prospectivo que teve por objetivo caracterizar de forma mais

precisa as manifestacdes clinicas associadas a primoinfeccdo por HHV-6 em uma
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coorte de 277 criangas acompanhadas desde o seu nascimento, quando gestantes
eram recrutadas ainda nos consultérios de seus obstetras, até os 2 anos de idade.
A saliva das criancas foi testada semanalmente para o DNA do HHV-6, utilizando
ensaio de PCR. Seus pais mantiveram um diario onde eram registrados sinais e
sintomas destas criancas. A infecgdo primaria aconteceu em 130 criangas com
incidéncia cumulativa de 40% na idade de 12 meses e 77% aos 24 meses. A maioria
das criangas com infecgao primaria pelo HHV-6 foi sintomatica (94%). Dentre as
manifestacbes clinicas da infecgdo primaria mais frequentes observou-se:
irritabilidade (70%), rinorréia (66%), febre (58%), tosse (34%), diarréia (26%),
roséola (24%) e vémitos (8%). O pico de aquisicao foi entre 9 e 21 meses. Cerca de
93% apresentou sintomas e 38% procuraram atendimento médico. Nessa coorte,
nao foram observadas convulsdes em associacdo com a ocorréncia de infeccdo por
HHV-6. Quando comparadas com criangas com outras doengas, as que adoeceram
por HHV-6 apresentaram febre, diarréia e erupgdo cutdnea com frequéncia
significantemente maior.

Na infeccdo primaria por HHV-7, as caracteristicas clinicas descritas sao
similares aquelas vistas na infecgao por HHV-6, representando um segundo agente
etiolégico, menos frequente, do exantema subito. Também tem sido associado a
convulsao febril em criangas (Tanaka et al., 1994; Torigoe et al., 1996; Suga et al.,

1997).

2.4 Infeccdo em receptores de transplantes

Na populagao de receptores de transplante de medula 6ssea a ocorréncia de

infeccdo ativa por HHV-6 é bem definida. Usando técnicas de biologia molecular, a
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deteccgao de infecgao por HHV-6 tem sido documentada em 40 a 70% e a de HHV-7
em até 57% dos casos (Wang et al., 1996; Imbert-Marcille et al., 2000; Sashihara et
al., 2002; Hentrich et al., 2005; Zerr et al., 2005a). O pico de carga viral acontece
precocemente no pos-transplante, usualmente nas primeiras 4 semanas apos TMO
(Imbert-Marcille et al., 2000; Ljungman et al., 2000; Maeda et al., 2000; Yoshikawa et
al., 2002).

Os fatores de risco relacionados a infecgéo por HHV-6 apés TMO abrangem
o transplante alogénico, doenga hematolégica avangada, idade jovem, falta de
correlacao entre o sexo do doador e do receptor, uso de corticosterdides, de doenca
de enxerto versus hospedeiro e co-infecgao por EBV (Imbert-Marcille et al., 2000;
Yoshikawa et al., 2002; Hentrich et al., 2005; Zerr et al., 2005a). Sashihara e
colaboradores (Sashihara et al., 2002) descreveram um estudo pequeno onde foi
evidenciada alta incidéncia de HHV-6 em receptores de transplante de células de
cordao umbilical.

Entre receptores de transplante de érgaos sdélidos a incidéncia relatada de
infeccdo por HHV-6 nas primeiras semanas de pods-operatério varia, amplamente,
entre 6% e 55% (Morris et al., 1989; Okuno et al., 1990; Yoshikawa et al., 1992;
Osman et al., 1996; Griffiths et al., 1999; Tong et al., 2000; Emery, 2001; Ihira et al.,
2001; Mendez et al., 2001; Humar et al., 2002; Feldstein et al., 2003; Rayes et al.,
2005). O mesmo se observa em relagdo a incidéncia de infeccao por HHV-7,
descrita em 0 a 55% dos receptores de transplantes de érgaos (Tong et al., 2000;
Ihira et al., 2001; Feldstein et al., 2003; Rayes et al.,, 2005; Lehto et al., 2007;
Thomasini et al., 2007).

O pico destas infecgcdes ocorre usualmente entre a 22 e 42 semana pos-

transplante, portanto mais precoce quando comparado a CMV ou EBV (Singh e
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Carrigan, 1996; Tong et al., 2000; Lautenschlager et al., 2002b; Lehto et al., 2007).
Em geral, a viremia decorre de reativacado de infeccao latente devida a utilizagao de
drogas imunossupressoras. Todavia, nos receptores de transplante previamente
soronegativos, a infecgdo primaria pode ocorrer como resultado de transmisséo pelo
orgao transplantado ou de aquisicdo na comunidade (Rossi et al., 2001). Estudos
em receptores de transplante hepatico demonstraram a ocorréncia de infecgao
primaria por HHV-6 em 61 a 100% dos pacientes que eram soronegativos no pré-
operatorio. (Dockrell et al., 1997; Yoshikawa et al., 2001).

Os fatores de risco associados a ocorréncia de infecgao por HHV-6 e HHV-7
em receptores de orgaos solidos ndo foram completamente estabelecidos. Nos
resultados de um estudo conduzido em 120 pacientes submetidos a transplante de
rim e rim/pancreas, a incidéncia de infeccdo por HHV-6, caracterizada pela
ocorréncia de soroconversdo primaria ou secundaria no poés-operatorio, foi
significantemente maior naqueles tratados com daclizumab ou sirolimus (Deborska
et al., 2003). Algumas observagdes sugerem que a ocorréncia de rejeicdo aguda e o
tratamento com altas doses de corticosterdide possam desencadear a reativagao de
HHV-6 em receptores de transplante hepatico (Singh et al., 1995; Lautenschlager et

al., 1998).

2.5 Efeitos diretos das infec¢gdes por HHV-6 e HHV-7

De uma forma geral, o conhecimento das apresentagdes clinicas
relacionadas aos HHV-6 e HHV-7 em receptores de transplantes é fruto de série de
casos, principalmente em adultos. As manifestagdes mais frequentemente relatadas

abrangem: febre (Jacobs et al., 1994; Singh et al., 1995), erupcéo cuténea (Asano et
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al., 1991; Singh et al., 1997; Cone et al.,, 1999), supressdao de medula 6ssea
(Drobyski et al., 1993; Singh et al., 1997; Rossi et al., 2001; Feldstein et al., 2003),
pneumonite intersticial (Carrigan et al., 1991; Cone et al., 1993), hepatite (Ward et
al., 1989; Lautenschlager et al., 2000) e encefalite (Rogers et al., 2000; Zerr et al.,
2001; Nash et al., 2004).

A sindrome febril aguda inespecifica ocorre precocemente no periodo pds-
transplante e € a manifestacado clinica predominantemente observada na infecgao
pelo HHV-6 e HHV-7 em receptores de 6rgao sdlido.

Em um estudo com receptores de enxerto hepatico, foram avaliados 4
caracteristicas clinicas: febre nédo explicada, trombocitopenia, rejeicdo e
envolvimento de sistema nervoso central. Destas, somente a ocorréncia de febre
nao explicada teve associagdo com a infecgdo pelo HHV-6 diagnosticada por
deteccdo do DNA viral no plasma por PCR aninhado (Yoshikawa et al., 2000).

A ocorréncia de encefalite apéos TMO associada a infeccdo por HHV-6 foi
originalmente reconhecida por Drobyski e colaboradores em 1994 (Drobyski et al.,
1994). O risco desta complicagdo parece ser maior nos pacientes com alta carga
viral (Kamble et al.,, 2007). Diferentes estudos tém sugerido a associagao entre
infeccao por HHV-6 e a ocorréncia de complicacdes de sistema nervoso central em
receptores de transplantes de 6rgaos (Paterson et al.,, 1999; Rogers et al., 2000;
Singh e Paterson, 2000; Bollen et al., 2001; Nash et al., 2004; Lehto et al., 2007),
embora com menor incidéncia que a verificada em receptores de TMO.

Um estudo com receptores de transplante hepatico demonstrou que 15%
desenvolveram alteragdes de seu estado mental com etiologia desconhecida depois
do transplante. Pacientes com viremia por HHV-6 apresentaram incidéncia

significativamente maior de alteragbes do seu estado mental quando comparado
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aqueles sem viremia (Rogers et al., 2000). As manifestagdes clinicas predominantes
foram: letargia, confusao, convulsdo e queda no nivel de consciéncia.

Bollen em 2001 relatou o caso de um paciente receptor de enxerto pulmonar
que evoluiu com sindrome amnésica (anterograda e retrograda) seguida por
episddio de crise convulsiva tonico clénico generalizada. A tomografia
computadorizada de cranio com contraste venoso e a analise liquérica foram
normais. Lentificagdo temporal foi demonstrada em eletroencefalograma, sem
fendmeno epilético. A pesquisa de DNA de HHV-6, com o emprego de PCR, foi
positiva em sangue e liquido cefalorraquidiano. Testes semelhantes realizados para
a pesquisa de herpes simples (HSV), CMV e enterovirus foram negativos.

Em uma série de casos (Singh e Paterson, 2000) que incluiu 13 receptores
de TMO e um receptor de transplante de figado, onde o diagndstico de infecgao por
HHV-6 do sistema nervoso central foi estabelecido por isolamento viral e/ou
detecgcao de DNA HHV-6 em liquido cefalorraquidiano por PCR, as manifestacbes
clinicas predominantes foram: alteracdo do nivel de consciéncia, abrangendo desde
confusdo até coma (92%), convulsbes (25%) e cefaléia (25%). Houve
comprometimento neurolégico focal em 17% dos pacientes. Achados de
neuroimagem anormais, caracterizadas por lesées de baixa atenuagdo em lobos
cerebrais posteriores estiveram presentes em 17% dos pacientes.

Casos de encefalite (Chan et al., 1997), meningite asséptica (Yoshikawa et
al., 2003) e mielite (Ward et al., 2002) associados ao HHV-7 foram descritos em
receptores de TMO.

Relatos de casos indicam que HHV-6 pode ser causa de pneumonite
intersticial em receptores de transplante de medula éssea (Cone et al., 1993;

Hentrich et al., 2005). Em uma série de casos, a analise do tecido pulmonar,
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evidenciou cerca de 70% de co-infecgédo pelas variantes A e B do HHV-6 (Cone et
al., 1996).

Ha também evidéncias de que a infecgao por HHV-6 seja causa infrequente
de pneumonite em receptores de transplantes de o&rgédos sodlidos. Singh e
colaboradores (Singh et al., 1997) descreveram um caso de pneumonite em que a
infeccdo viral foi demonstrada por analise imuno-histoquimica de espécime de
biépsia pulmonar. Em um estudo prospectivo que incluiu 22 receptores de
transplante de pulmao ou coracao-pulmao, observou-se a ocorréncia de um caso de
pneumonite temporalmente relacionado a deteccédo de HHV-6 (Lehto et al., 2007).
Em outros dois estudos, a pesquisa em amostras de lavado broncoalveolar em
receptores de transplante pulmonar detectou a presenga de HHV-6 em 9,4% a
14,6% dos casos, porém a revelancia deste achado ainda é incerto (Ross et al.,
2001; Jacobs et al., 2003). Nem sempre é possivel estabelecer, em tais casos, a
associacdo causal entre a pneumonia e a infeccao por esse herpesvirus, pois
frequentemente outras etiologias para infecgdes pulmonares co-existem.

Alguns estudos sugerem, ainda, a associag¢ao da infecgdo por HHV-6 com
outras sindromes clinicas como hepatites e doenga gastrointestinal (Appleton et al.,
1995; Lautenschlager et al., 1998; Hentrich et al., 2005; Abdel Massih e Razonable,
2009). Aventa-se também a possibilidade de associagdo de HHV-7 e hepatite
(Griffiths et al., 1999).

A hepatite por HHV-6 tem sido relatada com maior frequéncia nos receptores
de transplante hepatico. Em um estudo que incluiu 139 pacientes, demonstrou-se a
presenca de antigenos especificos de HHV-6 nas bidpsias hepaticas de 14% dos
casos, associada a disfuncdo do enxerto (manifestada por elevagdo de

transaminases, sobretudo da alanino aminotransferase, fosfatase alcalina, gama
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glutamil transferase e bilirrubina) com infiltrado linfocitario moderado visto na
histopatologia. Os antigenos positivos se localizaram nas células mononucleares
dos espaco porta e um tergo dos casos de infecgao instalada por HHV-6 evoluiu com
rejeicao crénica do enxerto hepatico (Lautenschlager et al., 1998; Lautenschlager et
al., 2002b).

Apesar da diversidade de manifestacdes clinicas potencialmente associadas
as infeccbes por HHV-6 e HHV-7, é provavel que a incidéncia das mesmas em
receptores de transplantes de érgaos solidos seja baixa e que o seu maior impacto
sobre a evolucdo clinica desses pacientes se deva aos seus efeitos indiretos,
abordados mais adiante neste texto (Razonable e Paya, 2002). Deve-se destacar
que no maior estudo de coorte que analisou a incidéncia de infecgao por HHV-6 em
receptores de transplantes de 6rgaos, Humar e colaboradores (Humar et al., 2002)
observaram que embora a viremia por HHV-6 fosse observada em 56 (28%) entre os
200 individuos acompanhados no estudo, apenas dois (1%) vieram a desenvolver

doenca sintomatica, traduzida por febre, trombocitopenia e leucopenia.

2.6 Efeitos indiretos

Acredita-se que semelhantemente ao ja demonstrado para o CMV, os dois
beta-herpesvirus mais recentemente descobertos possam exercer efeito
imunomodulador no hospedeiro imunocomprometido e, dessa forma, ensejar,
indiretamente, o aumento da incidéncia de diferentes complicacbes observadas nos
receptores de transplantes, tais como: a doenca de enxerto contra hospedeiro nos
receptores de TMO; a citomegalovirose; outras infecgbes oportunistas; o

agravamento da recidiva de hepatite por virus C em receptores de transplante
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hepatico, e, finalmente, a ocorréncia de rejeicao aguda ou crénica.

O HHV-6 tem sido relacionado a ocorréncia da forma aguda da doencga do
enxerto versus hospedeiro, contudo o significado de tal associagado ainda néo esta
estabelecido. Em alguns casos, a infecgao por HHV-6 poderia induzir a erupgéo
cutdnea que confundiria com a forma aguda da doengca do enxerto versus
hospedeiro (Yoshikawa et al., 1991; Yoshikawa et al.,, 2001). Por outro lado, ha
evidéncias da associagao entre a infeccdo por HHV-6 e o desenvolvimento de
doenga do enxerto versus hospedeiro grave (Zerr et al., 2005a). Mais uma vez,
todavia, ndo esta claro se é a infecgao por HHV-6 que modifica a forma aguda desta
doenga agravando suas manifestagdes clinicas, ou se pacientes com forma grave de
doenca do enxerto versus hospedeiro estariam mais susceptiveis a reativacdo do
HHV-6.

Semelhante asssociagao foi também aventada em relagdo a infeccdo por
HHV-7. Em um estudo que incluiu 265 criangas receptoras de TMO a incidéncia de
infeccado por HHV-7 foi investigada com o emprego de técnicas de
imunohistoquimica e PCR. Em nove criancas (3%) detectou-se viremia por HHV-7
com mediana de tempo de seguimento apés TMO de 21 dias (16-27 dias). Oito das
nove criangas evoluiram com doenga de enxerto versus hospedeiro aguda e todas
desenvolveram multiplas infecgdes de etiologias variadas. Quatro pacientes
evoluiram a o6bito por doencga do enxerto versus hospedeiro e sepse (Khanani et al.,
2007).

Mais volumosas sao as evidéncias que indicam a associagao entre infecgao
por HHV-6 e o desenvolvimento de infecgao por CMV (Dockrell et al., 1997; Kidd et
al., 2000; Tong et al., 2000; Razonable et al., 2001; Clark, 2002; Razonable et al.,

2003).
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Dockrell e colaboradores (Dockrell et al., 1997), ao estudarem uma coorte de
247 receptores de transplante hepatico, observaram que a soroconversao
secundaria para HHV-6 no pds-operatério predizia um maior risco de doencga
sintomatica por CMV.

Em diferentes estudos prospectivos, conduzidos em receptores de
transplante renal (Osman et al.,, 1996; Chapenko et al., 2000; Kidd et al., 2000),
relatou-se um aumento da incidéncia de doencga por citomegalovirus entre pacientes
com infeccdo por HHV-7. Nao se observou, nestes estudos, efeito estatisticamente
significante da infeccdo por HHV-6 sobre o risco de doenga por CMV em receptores
de transplante renal.

Entre receptores de transplante hepatico, a possivel interagcdao entre as
infecgcdes por HHV-6 e HHV-7 e a ocorréncia de infeccdo e doenga por CMV
também foi relatada em diferentes estudos (Dockrell et al., 1997; Humar et al., 2000;
Mendez et al., 2001; Lautenschlager et al., 2002b; Razonable et al., 2003; Harma et
al., 2005).

Mendez e colaboradores (Mendez et al., 2001), utilizando ensaio de PCR
quantitativo para diagnéstico de infecgdo por cada um dos beta-herpesvirus em
receptores de transplante hepatico, observaram a existéncia de correlacédo entre as
cargas virais de CMV, HHV-6 e HHV-7 e o desenvolvimento de doenca por CMV,
especialmente em receptores previamente soronegativos para CMV que recebiam
enxerto de doador soropositivo.

Outros trés estudos que usaram PCR quantitativo (Razonable et al., 2003)
ou antigenemia (Lautenschlager et al., 2002a; Razonable et al., 2003; Harma et al.,
2005) para o diagnéstico de infecgbes ativas por beta-herpesvirus observaram a

detecg¢ao de HHV-6 e/ou HHV-7 em elevada propor¢ao de receptores de transplante
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hepatico com doenca por CMV. Em um destes estudos (Razonable et al., 2003), a
co-infecgdo por HHV-6 teve associagdo significante com a ocorréncia de
hiperbilirrubinemia, enquanto a co-infecgdo por HHV-7 relacionou-se a uma
tendéncia ndo estatisticamente significante a maior frequéncia de citopenias.

Recentemente utilizando-se de PCR aninhado em uma populacdo de 29
receptores de enxerto hepatico, Thomasini e colaboradores demonstraram alta
frequéncia de deteccdo de HHV-7 subsequentemente a deteccdo de CMV
(Thomasini et al., 2007).

Com o emprego da antigenemia para detecgdo das infegbes por beta-
herpesvirus, Lehto e colaboradores (Lehto et al., 2007) analisaram 22 receptores de
transplante de pulméao e pulmao—coragédo nos 12 meses seguintes ao procedimento
cirargico. A incidéncia acumulada de infecgdes por HHV-6, HHV-7 e CMV foi,
respectivamente, 91%, 50% e 55%. A deteccao de antigenemia de HHV-6 e HHV-7
foi frequentemente associado a ocorréncia simultanea de viremia por CMV. A
profilaxia com ganciclovir ou valganciclovir ndo foi capaz de prevenir o aparecimento
de antigenemia para HHV-6 e 7.

Adicionalmente, um estudo recente (Humar et al., 2009) observou que a
presenca de co-infeccdo por HHV-6 ou HHV-7 em receptores de transplante nao
parece ter influéncia sobre a resposta da doenca por CMV ao tratamento com
valganciclovir ou ganciclovir venoso, embora tais drogas ndo tenham sido efetivas
para controlar a viremia por HHV-6 e HHV-7.

Um numero menor de estudos abordou a interacdo entre as infeccbes por
HHV-6 e HHV-7 e outros doencgas infecciosas. Humar e colaboradores (Humar et al.,
2002) demonstraram que a viremia pelo HHV-6 em receptores de transplante

hepatico aumentou o risco de ocorréncia de infecgdes oportunistas em geral.
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Dockrell e colaboradores (Dockrell et al., 1999) observaram que a auséncia
de anticorpos para HHV-6 no pré-operatério, condicdo associada a alto risco de
desenvolvimento de infeccdo primaria por HHV-6 no pds-operatoério, foi um fator
independentemente relacionado ao maior risco de ocorréncia de doenga fungica
invasiva no poés-operatério. De forma semelhante, Rogers e colaboradores
observaram, em uma coorte de 80 receptores de transplante hepatico, que a
ocorréncia de viremia por HHV-6 associou-se a uma importante elevagao na
incidéncia de infecgdes fungicas invasivas (Rogers et al., 2000).

Os resultados de alguns estudos sugerem que a infecgao pelo HHV-6
influencie a patogénese da recorréncia de hepatite C pds-transplante de figado
(Humar et al., 2002; Singh et al., 2002). A viremia por HHV-6, embora nao afete
diretamente a carga viral do virus C, poderia associar-se a tendéncia de recorréncia
mais grave desta hepatite viral, traduzida por aumento no escore de fibrose (Humar
et al., 2002; Singh et al., 2002). Tal influéncia nao dependeria do concurso de outros
fatores como o uso de alcool, gendtipo do HCV, infecgdo pelo CMV e poténcia do
esquema imunossupressor. Todavia, a existéncia deste efeito ainda permanece
controversa, pois um outro estudo, incluindo 93 receptores de transplante hepatico
(Razonable et al., 2002), nao verificou associagao entre a viremia por HHV-6 e a
gravidade da recorréncia da hepatite C.

A possivel associacdo entre as infecgdes por HHV-6 e HHV-7 e o
desenvolvimento de rejeicdo ao orgao transplantado ainda € aspecto néo
estabelecido na literatura. Conquanto nem todos os estudos tenham observado
algum impacto destas infecgbes sobre progndstico quanto a fungdo do enxerto,
(Rogers et al., 2000; Gupta et al., 2003) ha consideravel volume de evidéncias

dando suporte a existéncia dessa associagao.
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Ja em 1990, Okuno e colaboradores (Okuno et al., 1990) relataram a
associagao entre a incidéncia de rejeicao ao enxerto e a reativagdo da infecgao por
HHV-6, caracterizada naquele estudo pela elevacdo do titulo de anticorpos contra
este virus em receptores de transplante renal que eram previamente soropositivos.
Entre os 21 individuos avaliados, oito casos que demonstraram aumentos séricos
importantes nos titulos de anticorpos contra HHV-6 evoluiram com rejeigdo grave ao
enxerto. No mesmo estudo, os autores investigaram a presenca de antigenos do
HHV-6 no tecido renal de outros nove casos de pacientes com rejeicdo ao enxerto
renal. Em cinco destes casos, detectou-se a presenca do HHV-6 no epitélio tubular,
bem como nos histidcitos e linfécitos que infiltravam o intersticio, fato que poderia
estar relacionado ao desencadeamento do processo de rejei¢gao. Todavia, tendo em
vista as caracteristicas metodoldgicas desse estudo, ndo é possivel afastar a
possibilidade de que a presenca de HHV-6 no tecido renal fosse apenas uma
decorréncia da imunossupressao, sem nexo causal com o processo de rejei¢ao.

Mais recentemente, Sebekova e colaboradores (Sebekova et al., 2005)
compararam amostras de biopsias do enxerto de receptores de transplante renal,
nas quais se havia detectado por PCR a presenca de infecgcao por pelo menos um
entre os quatro herpesvirus pesquisados (CMV, EBV, HHV-6 e HHV-7) com outras,
em que tais infeccdes nao estavam presentes. Estes autores observaram que as
amostras de tecido com infecgdo viral apresentavam escores significantemente
maiores de fibrose intersticial e de degeneragcdo tubular de acordo com a
classificagao Banff 1997.

Estudo realizado em outra coorte de receptores de transplante renal (Kidd et
al., 2000), evidenciou que, entre os pacientes que apresentaram rejeicao ao enxerto,

a deteccéao de infecgao por HHV-7 através de ensaio de PCR quantitativo, associou-
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se a um maior numero de episodios de rejeicdo. Nesse estudo, ndo se observou
semelhante associagdao com a infecgao por HHV-6.

Lautenschlager e colaboradores (Lautenschlager et al., 2002a) observaram
que a infeccdo por HHV-6 em amostras enxerto hepatico estava associada a
aumento da expressao de moléculas de adesao (ICAM-1, VCAM-1), de seus ligantes
(LFA-1 e VLA-4) e de antigenos de histocompatibilidade de classe Il. A expressao de
tais moléculas pode estar relacionada ao desencadeamento do processo de rejeigao
celular. Os autores ndao observaram em qualquer caso a presenca de achados
histopatoldgicos caracteristicos de rejeicdo aguda. Todavia, trés entre os oito
pacientes com infeccdo do enxerto hepatico por HHV-6 evoluiram posteriormente
com rejei¢ao cronica.

Outro estudo que analisou prospectivamente uma coorte de 200 receptores
de transplante hepatico (Humar et al., 2002), observou que a incidéncia de rejeicao
diagnosticada depois dos primeiros trinta dias de pds-operatério era maior entre
individuos com infec¢ao por HHV-6.

Tong e colaboradores (Tong et al., 2002), ao estudar prospectivamente uma
coorte de 37 receptores de transplante renal, observou que a incidéncia de
nefropatia crénica do enxerto apds trés anos de seguimento foi significantemente
maior nos individuos em que se havia detectado viremia por HHV-6. Mais
recentemente, Chapenko e colaboradores (Chapenko et al., 2009) observaram uma
prevaléncia significantemente aumentada de infec¢do por HHV-6 e HHV-7 em
biépsias de enxerto renal de pacientes com nefropatia crénica do enxerto (NCE).
Interessantemente, na maior parte dos casos de NCE havia co-infecgao por HHV-6 e
HHV-7. A deteccao simultdnea de ambos os virus em amostras de plasma destes

pacientes associou-se ao desenvolvimento precoce de NCE.



3 OBJETIVOS

3.1 Principal

Determinar a incidéncia de infeccdo ativa pelos HHV-6 e HHV-7 em

receptores de transplante renal.

3.2 Secundéarios

1. Descrever a frequéncia de diferentes manifestagcdes clinicas
associadas a estas infecgdes nos receptores de transplante renal.

2. Analisar a relagcdo entre infecgdo ativa e possiveis fatores de risco,
entre eles, o esquema imunossupressor utilizado.

3. Avaliar o impacto da infecg¢ao ativa pelos HHV-6 e HHV-7 sobre o risco
de desenvolvimento de complicagdes infecciosas nos primeiros 180
dias de pds-operatorio.

4. Verificar a existéncia de possivel associacdo entre a ocorréncia de
infeccdo por um dos beta-herpesvirus estudados e o surgimento de

rejeicao celular aguda.



4 METODOLOGIA

4.1 Desenho do estudo

Estudo prospectivo de coorte com pacientes que realizaram transplante
renal no Hospital Universitario Clementino Fraga Filho (HUCFF). Este hospital é a
maior das unidades hospitalares da Universidade Federal do Rio de Janeiro. A
época do inicio do estudo, possuia 311 leitos ativos para atendimento em nivel
terciario, incluindo leitos em unidades de terapia intensiva. Desde 1989 conta com

programa de transplante de 6rgaos.

4.2 Populacao

Amostra de conveniéncia onde foram elegiveis todos o0s pacientes

submetidos a transplante renal no HUCFF entre margco de 2004 e setembro de 2005

421 Critérios para inclusiao

Aceitacdo por parte do paciente, com assinatura do termo de livre

consentimento informado.

4.2.2 Critérios para exclusido

Pacientes que deixaram de fornecer amostra de sangue para vigilancia por
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mais de duas semanas consecutivas para infecgao pelo HHV-6 e HHV-7 e aqueles
com periodo de seguimento menor que 30 dias.

Cada paciente foi seguido até completar seis meses de pos-operatorio. Nos
casos em que ocorreu transferéncia para seguimento em outro centro, a data final

de seguimento foi definida pela data a ultima vista médica neste centro.

4.3 Coleta de dados

De cada paciente incluido no estudo, foram coletados prospectiva e
semanalmente os seguintes dados:

° Nome e prontuario;

. Sexo;

. Data de nascimento;

. Data do transplante e modalidade de doador (vivo ou falecido);

o Esquema imunossupressor apos o transplante e suas doses;

. Ocorréncia de rejeicdo aguda, definida clinicamente ou por exame
histopatoldgico e data;

o Esquema imunossupressor utilizado para o tratamento dos episodios
de rejeicao;

. Ocorréncia de complicagdes infecciosas outras (bacterianas, fungicas
e/ou virais);

o Outros exames laboratoriais: dosagem de hemoglobina; leucometria,
contagem de plaquetas, dosagem das transaminases e de creatinina;

. Resultados das contagens de linfocitos CD4+ e CD8+, realizadas na

primeira, segunda, sexta e décima semanas de pds-operatorio;
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. Reacdo em cadeia de polimerase (PCR aninhado) para a detecgéo do
DNA dos virus e data de coleta das amostras;

o Presenca de manifestacbes clinicas potencialmente relacionadas a
infeccao pelo HHV-6 e HHV-7;

o Data e estado vital ao término da ultima avaliagao.

4.4 Definicdo de termos

441 Infeccdo ativa pelo HHV-6 e HHV-7

Deteccdo do DNA de um dos dois virus em amostras de plasma, utilizando
técnica de “PCR aninhado”, associada ou ndo a presenca de sintomatologia clinica

compativel.

442 Doenca associada ao HHV-6 e HHV-7

Sintomatologia potencialmente relacionada as infec¢gdes por estes virus
como: febre, erupcdo cutanea, leucopenia, plaquetopenia, hepatite, pneumonia,
encefalopatia, na auséncia de outra condigao causal aparente, associada a detecgao

do DNA de um dos dois virus por “PCR aninhado” em amostra de plasma.

443 |Infeccoes bacterianas microbiologicamente documentadas

Definidas pelo isolamento de microorganismo em espécime coletado de sitio
estéril ou em cultura semiquantitativa de urina, neste caso com contagem a 10°

unidades formadoras de coldnias/ml.
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444 Doenca fungica invasiva

Definida a priori pela identificacdo de fungos em exame direto a fresco ou
em cultura de espécimes clinicos de sitios normalmente estéreis, ou pela
demonstragdo de invasao tecidual por fungos em espécie de bidpsia examinados a
microscopia Optica, com coloragdo apropriados como a prata metenamina ou

método de Grocott.

445 Rejeicdo aguda

Foi definida pela presenga de quadro histopatolégico compativel em
fragmentos de bidpsia renal ou pela utilizagdo de pulsoterapia com metil-
prednisolona em doses superiores a 250mg/dia por 3 dias em pacientes que

apresentavam disfuncao aguda do enxerto.

446 Doencapor CMV

Definida pela presenca de manifestacbes clinicas compativeis com
citomegalovirose em associagdo com a detecgdo de viremia por CMV (com a
utilizacdo da pesquisa do antigeno pp65 do CMV em leucécitos) ou com o achado
de inclusdes virais caracteristicas do CMV em espécimes de bidpsia do trato

gastrointestinal.
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4.5 Procedimentos laboratoriais

Além dos exames laboratoriais rotineiramente realizados no seguimento dos
receptores de transplantes renais, foram coletadas amostras de sangue para a
pesquisa do DNA do HHV-6 e do HHV-7 com a utilizacdo de técnica de reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) aninhado.

As coletas de sangue para a pesquisa da infecgéo ativa pelo HHV-6 e HHV-
7 foram realizadas nos primeiros trés dias de pds-operatério e, a partir de entdo,
semanalmente até completar 12 semanas de seguimento.

O procedimento foi realizado em série, isto é, primariamente foi testado em
células mononucleares de sangue periférico e para os positivos, foi realizado o teste

em plasma.

451 Extracido de DNA de células mononucleares de sangue periférico

O procedimento para extracdo do DNA celular teve inicio com a purificagao
das células mononucleares pelo método de fracionamento por densidade utilizando
a técnica de Ficoll-Hypaque (Histopaque®, Sigma, EUA). Em um tubo de 15 ml de
polipropileno (Falcon) se adicionou 4 mL de Histopaque® e vagarosamente 4 mL de
sangue para que fossem formadas duas fases. O material foi centrifugado por 30
minutos a 2000 rpm.

Apods a centrifugacéo, foram observadas 4 fases (plasma, um halo com as
células mononucleares, Histopaque e um sedimento contendo hemacias e
leucdcitos). O plasma foi retirado e colocado em um micro tubo previamente
identificado. As células mononucleares foram retiradas com pipeta de transferéncia e

colocadas em um outro tubo de 15 ml previamente identificado.
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No tubo contendo as células mononucleares, foi adicionado 14 mL de PBS
(molaridade:10X e ph:7) e centrifugado por 8 minutos a 2.000 rpm. O sobrenadante
foi desprezado e o material foi submetido a outras 2 lavagens com PBS.

Apds a ultima lavagem foi adicionado ao sedimento 1000uL de DNAzol
(Invitrogen®, EUA) , homogeneizado e aguardados durante 5 minutos. Adicionamos
600uL de etanol absoluto e homogeneizamos vagarosamente até o DNA precipitar.

O DNA precipitado foi retirado do tubo com a pipeta de transferéncia e
colocado em 1 microtubo de 1,5 ml previamente adicionado com etanol 95%. Uma
lavagem adicional do DNA com etanol 95% foi realizada. Para solubilizar o DNA, o
etanol foi evaporado e 300uL da solucdo de NaOH 8um foi adicionado ao tubo e o
mesmo armazenado a 4°C.

Apds a extracdo do DNA das amostras, foram realizadas as amplificagdes

dos fragmentos desejados para cada tipo viral.

452 Extracdo do DNA viral do Plasma

O material genético do HHV-6 e HHV-7 do plasma foi extraido utilizando um
kit de extragdo de DNA de plasma (MinuElute Virus Spin Kit, Qiagen, Alemanha).

Tal protocolo define que todas as etapas seguiram as instrugbes do
fabricante e realizadas a temperatura ambiente. Em resumo, o mix de extragao foi
preparado com 220 pl do tampao Al com 6,2 pl do carreador. Acrescentou-se 25yl
de Protease Qiagen® em um micro tubo de 1,5 ml e 200 pl de plasma seguido por
200 ul do tampao mix do tampao Al + carreador, previamente aquecidos a 56°C em
banho Maria. Com o micro tubo fechado, misturamos pelo vortex por 15 segundos e

incubamos a 56°C por 15 minutos.
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O material foi centrifugado para a remocao das gotas do seu interior e apds,
adicionado 250 pl de etanol (96-100%) a amostra. O micro tubo fechado foi
submetido a mistura pelo vortex por 15 segundos e incubado por 5 minutos a
temperatura ambiente. Novamente foi centrifugado para a remocéo de gotas do
interior da tampa. Todo o lisado foi aplicado cuidadosamente na coluna. Com o tubo
fechado, ocorreu a centrifugagcéo por 1 minuto a 8000 rpm. A coluna foi colocada em
um tubo coletor limpo de 2 ml e descartado o outro tubo coletor. Apds abertura da
coluna, adicionou-se 500 ul de tampao AW1, seguido pelo fechamento do mesmo e
nova centrifugagdo por 1 minuto a 8000 rpom. Novamente a coluna foi colocada em
um novo tubo coletor limpo de 2 ml e descartado o outro tubo coletor.

Adicionou-se 500 pl de tampao AW2, quando sofreu outro processo de
centrifugagéo por 1 minuto a 8000 rpm, descartando o tubo coletor e colocando a
coluna em um tubo coletor limpo de 2 ml. Apds centrifugar por 3 minutos a 14.000
rom para secar completamente a membrana, o material foi colocado em um micro
tubo de 1,5 ml. Apds a abertura desta tampa, o material foi incubado por 3 minutos
para secar completamente e evaporar o liquido restante.

A coluna foi colocada em um novo micro tubo de 1,5 ml, seguido da
aplicagao de 50 pl de tampao AVE e da incubacdo em temperatura ambiente por 1
minuto. Centrifugou-se por 1 minuto a 14.000 rpm, descartou-se a coluna e

armazenou-se o DNA extraido a 4°C.

453 Reacio de Cadeia da Polimerase

O PCR é uma ferramenta que nos permite amplificar sequéncias especificas

de DNA. Séao pré-requisitos para o sucesso desta técnica: desenho adequado dos
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pares de iniciadores e o emprego de condi¢gdes 6timas, como a concentragdo do
tampao, a temperatura de anelamento ideal e o uso de reagentes altamente
purificados (Ausubel, 1987).

Para a deteccdo do DNA viral foi utilizada a técnica de “PCR aninhado” que
envolve 2 reagdes de PCR consecutivas (Kempf et al., 2001).

As sequéncias virais amplificadas foram as seguintes: um fragmento de DNA
com 138 pares de bases da regidao gendmica U31 da cepa Z29 de HHV-6 (Aubin et
al., 1991; Kempf et al., 1995) e um fragmento de DNA com 186 pares de bases da
regidao U10 que codifica uma fosfoproteina estrutural de HHV-7 (Berneman et al.,
1992; Kempf et al., 1997).

Para a detecgao do HHV-6, utilizamos na primeira etapa o par de iniciadores
(HHV-6/3U -5' TCT GTT CCA GAG AAA GGG TGT 3'e HHV6/4L - 5' CGA TCA CAA
TTT CAATCT TTATTT 3'). Na segunda reacado de PCR, utilizamos iniciadores mais
internos (HHV-6/5U - 5' GCG AAG GGC TGA TTA GGA T 3' e HHV-6/6L - 5' CAC

GAT CTC AAATCT TTT CCT AT).

Tabela 1 Iniciadores utilizados no PCR para detecgao do HHV 6

Temperatura Fragmento

Iniciador Sequéncia
de anelamento esperado

HHV-6/3U TCT GTT CCA GAG AAA GGG TGT* 48,4
HHV-6/4L CGA TCACAATTT CAATCTTTATTT 55,7 135
HHV-6/5U GCG AAG GGC TGATTAGGAT 54,6
HHV-6/6L CAC GAT CTC AAATCT TTT CCT AT 50.6 s

* As sequéncias dos iniciadores foram extraidas do genoma do virus HHV6 (numero de acesso
X83413)
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45961 atagtctagaactagaactaaatgacaaaaagaaaaaagataccgcatccttgacatatt

46021 acgcaacagaagttgacctcattccgagtttttatgaactafijfiicacaatiicaatont
>S>>>S>>>>SS>>>>>>>>

46081 [@licacgatctcaaatcttttcctataatgaaatctaatttcaactggaccatatact
>S>S>>SSSSSSSSS>SS>SS>S>>>>>>

46141 tacaagattctcctattaatcctaatcagcccttcgcafiftteoiiiototooaaeaoeJ

<LLLL L L LL L L L L L R .- L L L L L L Ll

46201 ttttccacttattgtgtcaaattatcgacgtgtttgtaggcgtcggatccacaaatgacg
46261 attctagcaaacaacaacaacaaactattttcataaattatttattgcctttcaaggact
46321 tttccgaagtattcaacgaggcgttggcagcttgtcaagaaaacaatctggacatcatct

46381 tcatttacaataattacctgtgcaaaaccacgacctttcgaacactcgagagaatcttac

As caixas em vermelho e amarelo indicam a regido dos iniciadores que foram utilizados no PCR aninhado.
A diregdo das sequéncias dos iniciadores estao indicadas pelas setas.

Figura 1l Sequéncia parcial do genoma do virus HHV-6 nos nucleotideos 45961- 46441. (Numero
de acesso X83413)

HHV6
e .
—
\ 138 ph
b =
G
v
92 pb

As setas em preto indicam os iniciadores da primeira reagdo de PCR que amplifica um fragmento de 138 pares de bases.
As setas em azul indicam os iniciadores mais internos do PCR aninhado que amplifica um fragmento de 92 pares de bases.

Figura 2 Representacao esquematica da estratégia do PCR aninhado para detecgéo do HHV-6
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Para a detec¢cao do HHV-7, utilizamos na primeira reagcéo o par (HV-7 5'
TAT CCC AGC TGT TTT CAT ATA GTA AC 3'e HV-8 5 GCC TTG CGG TAG CAC
TAG ATT TTT TG 3') e para a segunda reacgao os iniciadores (HV-10 - 5' CAG AAA

TGA TAG ACA GAT GTT GG 3'e HV-11 - 5" TAG ATT TTT TGA AAA AGA TTT AAT

AAC 3').
Tabela 2 Iniciadores utilizados no PCR para detec¢ao do HHV-7
HHV 7 S A Temperatura Fragmento
Iniciador equencia de anelamento esperado
HV-7 TAT CCC AGC TGT TTT CAT ATA GTA AC* 52,6
HV-8 GCC TTG CGG TAG CAC TAGATTTTT TG 58.6 bl
HV-10 CAG AAA TGA TAG ACA GAT GTT GG 51,3
HV-11 TAGATT TTT TGA AAA AGA TTT AAT AAC 46,1 e

* As sequéncias dos iniciadores foram extraidas do genoma do virus HHV-7 (Numero de acesso
X83413)

19681 ctagttattcagttcgaattggtttcaactctcgcaaatcctgatcatctactgttttct
19741 tgcaatcccaaattgtttttcacaggagatattctgaacagcgctataaatttacaacat

19801 agtcctaatcattatgagcttacagtgtacgcaccacataatttacatttcifiicocass
SS>>5>5>5>>>

19861 EEEECEEEEEGEERE-ttaccaattcagttttcatccagaaatgatagacagatgttg
S>>>>>>>>>>>>>>>> S>>>>>>>>SS>S>>S>>>>>>

19921 gtgtcaagctatcctaatgaaggctactttgaagtacaaatgtgcccatgggtacagaat
>

19981 tctcctcttcaaattgttattaaatctttttcadaaaatctafifeiategeaags . cc
<LLLL L L L L L L L L L L L L L Lt

20041 cctattgcaattctcttatatatggaaaaaatgacaacaggaaaaaattctttacgggat

As caixas em vermelho,amarelo e verde indicam a regido dos iniciadores que foram utilizados no PCR aninhado.
A direcéo das sequéncias dos iniciadores estéo indicadas pelas setas.

Figura3  Sequéncia parcial do genoma do virus HHV-7 nos nucleotideos 19681-20102. (NUmero
de acesso AF 037218.1)
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As setas em preto indicam os iniciadores da primeira reagdo de PCR que amplifica um fragmento de 186 pares de bases.
As setas em azul indicam os iniciadores mais internos do PCR aninhado que amplifica um fragmento de 114 pares de bases.

Figura4  Representagido esquematica da estratégia do PCR aninhado para detecgdo do HHV-7

Em todas as reacgdes, 5 ul de DNA extraido das amostras foi adicionado em
uma mistura contendo 20 mM Tris-HCI, 50 nM KCI, 1,5 mM MgCI2, 1mM DTT, 0.5
mg/ml, 0.2 mM dNTPs, 0.5 unit of Tag polimerase e 50 pmol de cada iniciador. A
reagcao deu-se em um volume final de 50 ul. Todas as amplificagdes foram feitas
com 1 ciclo a 95°C, por 5 minutos, 30 ciclos a 95°C por 1 minuto, 57°C por 30
segundos, 72°C por 1 minuto seguidos de uma extenséo final a 72°C por 10 minutos.

O material amplificado foi visualizado e analisado em géis de eletroforese de
agarose a 2%, corado por brometo de etideo e por géis de acrilamida a 6% corados

pela prata.
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4.6 Métodos estatisticos

46.1 Tamanho amostral

Estudos com metodologia semelhante (Griffiths et al., 1999; Mendez et al.,
2001; Humar et al., 2002) tiveram incidéncia variando entre 30 e 50%. Calculamos
que seriam necessarios 65 pacientes adultos para estimar incidéncia cuja amplitude

maxima dos seus intervalos de confianga de 95% fosse de £10%.

4.6.2 Analise estatistica

Os resultados de variaveis categoricas sao descritos pelos valores absolutos
e percentuais. Os resultados de variaveis numéricas pela sua mediana e intervalo
interquartil (11Q). A distribuicdo de frequéncia de variaveis categéricas utilizou os
testes de qui-quadrado ou exato de Fisher, enquanto a comparacao da distribuicao
de variaveis numéricas foi feita com o emprego do teste de Mann-Whitney.

Modelos de Cox uni e multivariados foram utilizados para testar a
associacdo entre a ocorréncia de cada uma destas infeccbes virais e o
desenvolvimento de rejeicdo aguda e de infecgdes microbiologicamente
documentadas. Neste caso, em todos os modelos analisados, as infeccbes por
HHV-6 e HHV-7 foram introduzidas como variaveis tempo-dependentes e, em
seguida, outras variaveis que haviam demonstrado associagdo na analise univariada
com p< 0,15 foram adicionadas aos modelos, usando a técnica de regressao por
passos retrégrada, tendo como limite para a permanéncia de cada co-variavel no
modelo um valor de p <0,15. Os valores de significancia estatistica de cada variavel

mantida nos modelos foram calculados pelo teste de Wald. A analise foi realizada
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com o programa SPSS para Windows, v. 12 (SPSS Inc). Todos os valores de p sédo

bicaudais.

4.7 Aspectos éticos envolvidos

Estudo aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa de Hospital Universitario
Clementino Fraga Filho (protocolo 102/03).

Foram incluidos apenas pacientes que assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

Os procedimentos envolvidos exigiram minimo desconforto, associado a
coleta semanal de amostra de sangue, sem risco algum ao paciente.

Foi garantida a preservagdo da confidencialidade dos dados de cada

paciente.



5 RESULTADOS

Entre margo de 2004 e novembro de 2005, foram recrutados 64 pacientes e
excluidos seis destes por ndo adesao ao protocolo do estudo.

Dentre os 58 pacientes incluidos no estudo, havia igual numero de pacientes
do sexo masculino e feminino (n=29, 50%). A idade mediana foi de 43 anos (IIQ: 31
— 51 anos). A idade minima entre os pacientes incluidos foi de 19 anos e a maxima
igual a 65 anos.

Com relagéo ao tipo de doador, observou-se em 33 casos (57%) que o
transplante foi realizado com doador falecido, em 24 (41%), o doador era vivo
relacionado e no caso restante (2%) o doador era vivo nao relacionado.

Ao todo, foram coletadas no periodo de 12 semanas seguintes ao
transplante renal, 490 amostras de sangue, com mediana de 9 por paciente (11Q: 7-
10).

Ao final do periodo de 6 meses de seguimento clinico, 49 (85%) pacientes
estavam vivos, com enxerto renal funcionante, 7 (12%) evoluiram ao o6bito e 2

pacientes (3%) haviam perdido o enxerto e retornado a hemodialise crénica.

5.1 Resultados da Pesquisa de DNA de Herpesvirus 6 e 7 nas amostras

coletadas

Entre as 490 amostras analisadas , observou-se que 37 (8%) foram positivas
para o DNA do HHV-6 e 26 (5%) foram positivas para DNA do HHV-7. Em dezessete

pacientes (29%), detectou-se a presenca do DNA viral do HHV-6 em pelo menos 1
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amostra de plasma. Nestes casos, o numero de amostras positivas variou entre 1 e
4, com mediana de 2 amostras. O DNA do HHV-7 foi detectado em pelo menos uma
amostra de 16 pacientes (28%). O numero de amostras positivas para HHV-7 nestes
pacientes variou de 1 a 3, com mediana de 1 amostra. Cinco pacientes (9%)
apresentaram infeccdo por ambos os virus nas 12 primeiras semanas de pos-
operatario.

A analise da prevaléncia de infeccado ativa por HHV-6 nas primeiras 12
semanas de seguimento é apresentada na figura 5. Observou-se uma tendéncia a
maior prevaléncia no periodo entre a terceira e a sexta semanas com declinio no
periodo subsequente. Quanto a prevaléncia da infecgao ativa por HHV-7 (Figura 6),
observou-se uma tendéncia a maiores percentuais de amostras positivas entre a
quinta e a oitava semanas de seguimento.

A estimativa da incidéncia acumulada da infeccdo por HHV-6 e HHV-7 ao
longo do periodo de 12 semanas pelo qual se estendeu a vigilancia para estas
infecgcdes, foi realizada pelo método de Kaplan-Meier e ¢é apresentada,
respectivamente, nas figuras 7 e 8. Observa-se que em ambos 0s casos a incidéncia
de novos casos de infecgdo ativa cresce mais rapidamente entre as segunda e
quinta semanas de pods-operatério. As estimativas de incidéncia acumulada de
infeccao por HHV-6 e HHV-7 ao final de 12 semanas foram idénticas para ambos os

virus, situando-se em 31% (IC 95%: 19%, 43%).
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Figura 5 Prevaléncia de amostras positivas para o HHV-6 ao longo das primeiras 12 semanas
apos transplante renal.
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Figura 6 Prevaléncia de amostras positivas para o HHV-7 ao longo das primeiras 12 semanas

apos transplante renal.
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Figura7  Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier ilustrando a incidéncia acumulada de infecgéo
ativa por HHV-6 entre 58 receptores de transplante renal nas primeiras 12 semanas de poés-
operatério. Os tragos observados ao longo da linha indicam casos com censura de seguimento. A

estimativa de incidéncia acumulada ao final do periodo estudado foi de 31% (IC 95%: 19%, 43%).
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Figura 8 Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier ilustrando a incidéncia acumulada de infecgéo
ativa por HHV-7 entre 58 receptores de transplante renal nas primeiras 12 semanas de pos-
operatério. Os pontos brancos observados ao longo da linha indicam casos com censura de
seguimento. A estimativa de incidéncia acumulada ao final do periodo estudado foi de 31% (IC 95%:
19%, 43%).

A tabela 3 apresenta os resultados das analises das relagoes entre as
diferentes co-variaveis estudadas e a ocorréncia de infeccao ativa por HHV-6. Nao
houve em nenhum caso associagao estatisticamente significante. Todavia, algumas
tendéncias observadas sao dignas de nota. Os pacientes com infeccdo por HHV-6
tenderam a ser mais jovens (p=0,07) e a apresentar niveis mais baixos de creatinina
sérica na primeira semana de pos-operatoério que os demais individuos (p=0,12).

De forma semelhante, a tabela 4 expde a analise das associagdes entre a
ocorréncia de infecgao ativa pelo HHV-7 e as co-variaveis estudadas. Os individuos
que desenvolveram esta infecgéo viral tenderam a ser mais jovens que os demais

(p=0,05). Nao foi observada qualquer associacao estatisticamente significante com
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as demais co-variaveis. Ao contrario do observado com a infeccdo por HHV-6, os
individuos com infeccdo por HHV-7 tenderam a apresentar niveis mais altos de

creatinina sérica na primeira semana de pés-operatério (p=0,19).

Tabela 3 Relagdo entre as diferentes variaveis estudadas e a ocorréncia de

HHV-6 nas primeiras doze semanas apdés transplante renal

Infeccao HHV-6

Variaveis Sim (n=17) N&o (n=41) p
N % N %

Sexo masculino 7 41 22 54 0,39

Idade 34,4* 26; 48,9**  44,9* 36,1;51,4* 0,07

Doador falecido 7 41 26 63 °0,2

Linfécitos/mm? 1.730 772-2373 1307 715-2905 0,81

Drogas no Esquema
Imunossupressor Inicial

Ciclosporina 8 47 13 42 0,27
Tacrolimus 10 59 26 63 0,74
Sirolimus 7 41 12 29 0,38
Micofenolato Mofetil 10 59 26 63 0,74
ool w om w0
Linfécitos CD4+ (%) 46 39; 50 46 40; 49 0,68
Linfécitos CD8+ (%) 24 22; 28 24 17; 29 0,27
Relagédo CD4/CD8 1,94 1,39; 2,22 2,0 1,53;2,77 0,53

Nadir de Creatinina Sérica

na Semana 1 (mg%) 1.4 12,10, 52 16,102 0,12

* Mediana; ** Intervalo interquartil
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Tabela 4 Relacdo entre as diferentes variaveis estudadas e a ocorréncia de

HHV-7 nas primeiras doze semanas apds transplante renal.

Infecgdo HHV-7

Variaveis Sim (n=16) N&o (n=42) p
n % N %

Sexo masculino 10 63 19 45 0,24

ldade 36,6  27,5;44,2** 46,3*  33,6;52,2** 0,05

Doador falecido 9 56 24 57 0,95

Drogas no Esquema
Imunossupressor Inicial

Ciclosporina 5 31 18 43 0,42
Tacrolimus 9 56 27 64 0,57
Sirolimus 4 25 16 38 0,35
Micofenolato Mofetil 10 63 26 62 0,97
owneToo® o wm s @ s
Linfécitos CD4+ (%) 44* 39; 50** 47* 40; 50** 0,85
Linfécitos CD8+ (%) 25* 16; 33** 24> 21; 27 0,71
Relagédo CD4/CD8 1,76*  1,25;2,82** 1,98* 1,61;2,25* 0,74

Nadir de Creatinina Sérica

na Semana 1 (mg%) 4.6 17112 2,7 1,3;10,2 0,19

* Mediana; ** Intervalo interquartil
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5.2 Relacéo entre o a Detec¢cdo do DNA dos Herpesvirus Humanos 6e 7 e a

Ocorréncia de Manifestacfes Clinicas e Laboratoriais.

Analisou-se a associagao entre a ocorréncia de manifestagdes clinicas
potencialmente relacionadas as infecgdes virais estudadas, tais como febre, erupcao
cutanea, pneumonia e encefalopatia e a detecgdo do DNA viral nas 490 amostras de
plasma estudadas.

Foram observados 15 episodios de febre de causa indeterminada (ndo
atribuida a infecgbes documentadas ou a rejeigdo) nesta coorte de pacientes. Dois
destes episodios (13%) apresentaram relagdo temporal com a detecgdo do DNA de
um dos virus estudados. Num dos casos, o episddio febril ocorreu na segunda
semana de pos-operatoério, quando foi detectada a presencga de infeccdo ativa por
HHV-6. O outro episddio foi observado na terceira semana de pdés-operatorio,
quando houve deteccédo de HHV-7 no plasma.

Nao foram observadas erupcgdes cutaneas potencialmente associadas a
infeccdes virais na coorte estudada.

Cinco pacientes apresentaram quadro de febre e infiltrado pulmonar sem
causa definida. Em nenhum destes casos, houve associagao temporal entre as
manifestacdes clinicas e a detec¢ao de HHV-6 ou HHV-7 no plasma.

Foram observadas manifestacbes de acometimento do sistema nervoso
central em 3 pacientes durante os primeiros seis meses de estudo. Um paciente
apresentou encefalite atribuida a infeccao por CMV no 5° més de seguimento. Neste
paciente, detectou-se no liquido cefalorraquidiano a presenca do DNA do
citomegalovirus, mas nao de HHV-6 e HHV-7. Nenhuma das amostras de plasma

coletadas deste paciente ao longo das primeiras doze semanas de seguimento fora
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positiva para estes dois virus. Uma paciente apresentou convulsdo na 13? semana
de seguimento apdés a detecgdo de HHV-6 no plasma na semana anterior. Um
paciente apresentou manifestacdes de encefalopatia na primeira semana, quando
nao foi coletada amostra de sangue para PCR. As amostras de plasma coletadas
nas duas semanas seguintes, quando o paciente ja apresentara melhora clinica das

manifestacdes de encefalopatia, mostraram a presenca de DNA do HHV-7.

Tabela 5 Relagao entre diferentes parametros laboratoriais € a ocorréncia de

HHV-6 e HHV-7 Nas primeiras doze semanas apos transplante renal

HHV-6 HHV-7

Variaveis
Sim Nao Sim Nao
(n=17) (n=41) (n=16) (n=42)

Leucopenia

. 3 4 (24%) 10 (24%) 3 (19%) 11 (26%)
(<4.000 células mm )
Plaquetopenia

(<150.000) 9(53%)  27(66%)  9(56%) 27 (64%)

Nivel plasmatico de

Aminotransferases (>2X) 3 (18%) 11.(27%) 2 (13%) 8 (19%)

A presenca de leucopenia, definida por contagem global de leucécitos menor
que 4.000 células/mm?, foi observada em 14 (24%) dos 58 pacientes analisados, ao
longo das 12 semanas em que se realizou a vigilancia para infecgdes virais. Essa
alteracao laboratorial foi encontrada em 4 (24%) dos 17 pacientes que apresentaram
infecgdo ativa por HHV-6 e em 10 (24%) entre os demais 41 pacientes (p=0,94). Da
mesma forma, nao foi observada diferenca significante na propor¢ao de pacientes
que desenvolveu leucopenia entre os 16 individuos que desenvolveram infecgao por

HHV-7 (3 casos, 19%) e os demais 42 pacientes (11 casos, 26%, p=0,55).
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Observou-se a presenca de plaquetopenia, definida por contagem de
plaquetas inferior a 150.000/mm?®, em 36 (62%) dos pacientes. Nove (53%) entre os
pacientes que desenvolveram infeccdo ativa por HHV-6 desenvolveram
plaguetopenia em comparagédo com 27 (66%) dos demais individuos (p=0,36). Entre
os pacientes que apresentaram infec¢ao ativa por HHV-7, a propor¢cédo de casos em
que se observou essa complicagcdo (9 individuos, 56%) n&o foi significantemente
diferente da observada entre os demais pacientes (27 casos, 64%, p=0,57).

Finalmente, comparou-se a frequéncia de elevagdes do nivel plasmatico de
aminotransferases, duas vezes maiores que o limite superior da normalidade entre
os pacientes com e sem infecgao ativa por HHV-6 e HHV-7. Foram verificadas
elevacdes de tal magnitude de alanina aminotransferase em 3 (18%) dos individuos
qgue desenvolveram infecgao ativa por HHV-6 e em 11 (27%) dos pacientes que néo
apresentaram esta infeccdo (p=0,46). Nao foi visto elevagcédo significativa da
aspartato aminotransferase (AST) em qualquer dos pacientes que desenvolveu
infeccao ativa por HHV-6. Entre os pacientes que desenvolveram infec¢ao ativa por
HHV-7, 2 (13%) apresentaram elevacéo significativa de AST, propor¢ao que nao foi
significantemente diferente do que foi visto entre individuos sem infecgao ativa por

este virus (8 casos, 19%, p=0,56).

5.3 Relacdo entre as Infeccbes por Herpesvirus Humanos 6 e 7 e

Ocorréncia de Possiveis Efeitos Indiretos

Foi analisada neste tépico a possivel relagao entre as infecgcdes estudadas e
a ocorréncia subsequente de infecgbes por outros microorganismos ou de rejeigéo

aguda ao enxerto.
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Foram observados, dentro dos primeiros 6 meses de pos-operatorio, 34
episddios de infecgdo bacteriana microbiologicamente documentada, tendo-se
detectado infecgao primaria ou secundaria de corrente sanguinea em metade destes
episodios. Estas infec¢cdes bacterianas acometeram 19 (33%) dos pacientes
estudados. Nao houve nenhum caso de infecgéo fungica invasiva durante o estudo.

A tabela 6 apresenta os resultados da analise univariada que empregou o
método de Cox para enfocar a relagdo entre as variaveis analisadas e o risco de
desenvolvimento de infec¢gdes bacterianas microbiologicamente documentadas.
Individuos mais idosos (p=0,007), que receberam ciclosporina (p=0,02) ou sirolimus
(p=0,04) no seu esquema inicial de imunossupressao apresentaram risco
significantemente maior de ocorréncia de infec¢gées bacterianas. Niveis maiores de
creatinina sérica na primeira semana de pos-operatorio também estiveram
associados a maior risco destas complicagdes (p=0,02). Observou-se, também,
tendéncia nao significante a elevagdao da estimativa de risco de infecgdes
bacterianas subsequentes em receptores de enxerto de doador falecido (HR=2,54;
p=0,07) e nos individuos que desenvolveram infecgao ativa por HHV-6 (HR=2,45;
p=0,14).

Os resultados da analise multivariada utilizando modelo de regresséao,
multivariada de Cox, mostraram um aumento do risco de infecgbes bacterianas
subsequentemente a deteccdo deste virus no plasma que se aproximou da
significancia estatistica (HR= 3,24, p=0,07, tabela 7). Um modelo de regresséao
multivariada semelhante, utilizando infecgdo por HHV-7 como principal variavel
tempo-dependente ndo mostrou associagao entre a infecgao viral e uma elevacao do
risco de ocorréncia de infecgdes bacterianas (HR: 0,97, p=0,97, Tabela 8).

A tabela 9 apresenta os resultados da analise univariada enfocando a
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Tabela 6 Relagao entre as diferentes variaveis analisadas e o risco de infecgdes

bacterianas. Resultados das analises univariadas de Cox

Variavel Hazard ratio Intervalo de Confianca de 95% P
HHV-6* 2,45 0,74; 8,09 0,14
HHV-7* 0,87 0,17; 4,44 0,87
Sexo 0,63 0,25; 1,56 0,31
Idade (cada 10 anos) 1,94 1,19; 3,16 0,007
Doador Falecido 2,54 0,91; 7,07 0,07
Drogas no Esquema
Imunossupressor Inicial
Ciclosporina 2,91 1,18; 7,17 0,02
Tacrolimus 0,43 0,28; 1,71 0,43
Sirolimus 2,57 1,05; 6,34 0,04
Micofenolato Mofetil 0,62 0,25; 1,54 0,31
Linfocitos CD4+ (%) 0,96 0,91; 1,02 0,19
Linfécitos CD8+ (%) 1,01 0,95; 1,08 0,71
Relagédo CD4/CD8 0,96 0,58; 1,59 0,88
Rejeicdo aguda 0,44 0,1; 1,93 0,28
Nadir de Creatinina
Sérica na Semana 1 1,13 1,02; 1,25 0,02

(mg%)

* Variavel tempo-dependente



52

Tabela 7 Associacao entre a ocorréncia de infeccdo ativa HHV-6 e o risco de

infeccdes bacterianas apds transplante renal. Resultados da analise multivariada de

Cox
- . Intervalo de
Variavel Hazard ratio Confianca de 95% p

HHV-6 * 3,24 0,89; 11,87 0,07
Idade (cada 10 anos) 1,73 1,14; 2,64 0,01
Nadir de Creatinina Sérica na 1,23 1.08: 1.41 0,002
Semana 1 (mg)

Ciclosporina 6,49 2,08; 20,3 0,001

* variavel tempo-dependente

Tabela 8 Associagao entre a ocorréncia de infeccdo ativa HHV-7 e o risco de

infeccbes bacterianas apds transplante renal. Resultados da analise multivariada de

Cox
- . Intervalo de
Variavel Hazard ratio Confianca de 95% p

HHV-7 * 0,97 0,17; 5,49 0,97
Idade (cada 10 anos) 1,68 1,10; 2,57 0,02
Nadir da Creatinina Sérica na 1,23 1.07: 1.41 0,003
Semana 1 (mg)

Ciclosporina 6,71 2,14; 21,04 0,001

* variavel tempo-dependente
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Tabela 9 Relacédo entre as diferentes variaveis analisadas e o risco de rejeicao

aguda. Resultados das analises univariadas de Cox

Variavel Hazard ratio Corllz‘]i;enrgzlgedSS% p

HHV-6* 0,41 0,05; 3,32 0,40
HHV-7* 0,65 0,08; 5,32 0,68
Sexo 1,03 0,36; 2,95 0,95
Idade (cada 10 anos) 0,92 0,58; 1,45 0,71
Doador Falecido 1,50 0,50; 4,47 0,47

Drogas no Esquema
Imunossupressor Inicial

Ciclosporina 0,4 0,09; 1,77 0,23
Tacrolimus 4,57 1,02; 20,4 0,047
Sirolimus 2,05 0,79; 5,90 0,19
Micofenolato Mofetil 0,77 0,27; 2,21 0,62
Linfécitos CD4+ (%) 0,95 0,94; 1,07 0,95
Linfécitos CD8+ (%) 0,98 0,91; 1,06 0,65
Relagao CD4/CD8 0,89 0,49; 1,63 0,71

Nadir de Creatinina Sérica na

Semana 1 (mg%) 1,10 0,98; 1,24 0,11

* Variavel tempo-dependente

Presenciou-se associagdo estatisticamente significante entre o uso de
tacrolimus no esquema imunossupressor inicial e o risco de rejeicdo (p=0,045).
Niveis mais altos de creatinina sérica na primeira semana de pos-operatorio
tenderam a associar-se a maior probabilidade desta complicacdo (p=0,11).

A tabela 10 expde as estimativas da associagéo entre as infecgdes por HHV-
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6 e HHV-7 em um modelo multivariado ajustado pelo uso de tacrolimus no esquema
imunossupressor inicial. No modelo que incluiu HHV-6 como principal variavel
explanatéria, observou-se que o risco estimado de rejeigao (hazard ratio) foi de 0,36,
com intervalo de confianga de 95% de 0,05 a 2,88 (p=0,34). No modelo que inclui
HHV-7 como principal variavel explanatéria, os resultados foram semelhantes (HR:
0,75, 1C95%: 0,09 a 6,52, p=0,80).

Durante o periodo de seguimento clinico de 6 meses apds transplante, foram
diagnosticados 3 casos confirmados de doenca por citomegalovirus (5%). Em
funcdo do pequeno numero de pacientes estudados, nido foi possivel analisar a
possivel interacdo entre as infecgdes por HHV-6 ou HHV-7 e o desenvolvimento de

doencga por citomegalovirus.

Tabela 10 Resultados de analises multivariadas de Cox, enfocando a associagao

entre HHV-6 e HHV-7 e o risco de rejeicdo aguda em modelos separados

Variavel Hazgrd In_tervalo de
ratio Confianca de 95%

Modelo 1

HHV-6 * 0,36 0,05; 2,88 0,34

Esquema Inicial contendo Tacrolimus 4,90 1,09; 21,94 0,04
Modelo 2

HHV-7 * 0,75 0,09; 6,52 0,80

Esquema Inicial contendo Tacrolimus 4,64 1,04; 20,77 0,045

* variavel tempo-dependente
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54 Relacdo entre as Infec¢gdes por Herpesvirus Humanos 6 e 7 e as

Sobrevidas de Paciente e de Enxerto

Durante o periodo de 180 dias apds o transplante houve 6 oObitos (10%).
Entre os pacientes com infeccdo pelo HHV-6 ocorreram dois o&bitos (10%),
proporgao igual a observada entre os pacientes sem infec¢cdo por este virus (4
casos, p=0,82). O mesmo numero de 6bitos (2 casos, 10%) foi observado entre os
individuos com infecc¢ao pelo HHV-7 (p=0,82).

Apenas 2 pacientes apresentaram perda do enxerto nos primeiros seis
meses apos o transplante. Nenhum desses pacientes apresentou infeccdo por HHV-
6 ou HHV-7. A propor¢do de pacientes que ao final de 6 meses apresentava
creatinina maior ou igual a 2,0 mg% nao foi significantemente diferente entre os
pacientes com infecgdo por HHV-6 (6 casos, 35%) e os demais (21 casos, 51%,
p=0,27). Também nao houve diferencga significante em relacédo a esta variavel entre
os pacientes com infeccao por HHV-7 (7 casos, 44%) em comparagao com oS

individuos sem esta infecgéao viral (20 casos, 48%, p=0,79).



6 DISCUSSAO

O presente estudo €, até onde sabemos, o primeiro conduzido em um centro
nacional a analisar a incidéncia e as repercussoées clinicas das infec¢des por HHV-6
e HHV-7 em uma populacdo de receptores de transplante renal. Tendo em vista,
ainda, o numero relativamente restrito de outros estudos disponiveis na literatura,
especificamente voltados para esta modalidade de transplante de 6rgaos e que
usaram métodos moleculares para o diagnostico da infeccdo viral (Osman et al.,
1996; Brennan et al., 2000; Kidd et al., 2000; Tong et al., 2000; Rayes et al., 2005;
Anton et al.,, 2008; Chapenko et al., 2009), acreditamos que os resultados aqui
relatados tragam uma contribuicdo para o melhor conhecimento de sua
epidemiologia e do seu impacto sobre o prognostico dos receptores de transplante
renal, dados que, no futuro, poderdo auxiliar na definicio da necessidade de
monitoracao e tratamento de tais infecgdes nesta populacéo.

A inclusdo de 58 pacientes neste estudo féz com que seu tamanho amostral
fosse comparavel ao dos principais estudos sobre este tépico ja conduzidos em
receptores de transplante de rim (Yoshikawa et al., 1992; Osman et al., 1996; Kidd et
al., 2000; Tong et al., 2000). Como nos demais estudos, o periodo de monitoragao
da infec¢ao por HHV-6 e HHV-7 restringiu-se aos primeiros meses de pés-operatoério
do transplante, periodo em que parece ser maior a incidéncia destas infecgdes.
Assim, nas primeiras 12 semanas apos o transplante renal, a incidéncia acumulada
de viremia por HHV-6 e por HHV-7 foi, respectivamente, de 29% e 28%. Tais
incidéncias sdo similares as observadas em outros estudos, conduzidos em

receptores de transplante renal que vai de 19% a 55% para HHV-6 (Morris et al.,
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1989; Okuno et al., 1990; Yoshikawa et al., 1992; Osman et al., 1996; Tong et al.,
2000; Deborska et al., 2003) e de 1% a 46% para a infecgado por HHV-7 (Osman et
al., 1996; Kidd et al.,, 2000; Tong et al., 2002; Rayes et al.,, 2005). Esta ampla
variagao entre os estudos quanto a incidéncia destas infeccbes pode estar
associada a caracteristicas epidemiologicas das populagdes estudadas tais como a
prevaléncia de infeccdo latente anterior ao transplante e o regime de
imunossupressao utilizado, mas é provavel que ela seja majoritariamente decorrente
de diferengas na metodologia diagndstica empregada para a detecgao da infecgéo
viral ativa e da dificuldade para a padronizagao de diferentes métodos diagndsticos.

Parte dos estudos, especialmente os mais antigos, utilizava a soroconversao
primaria ou secundaria para caracterizar infeccdo ativa (Okuno et al.,, 1990;
Yoshikawa et al., 1992; Deborska et al., 2003), método com menor especificidade
para o diagndstico de replicagdo viral ativa. O isolamento em cultivo também foi
utilizado em combinagdo com a sorologia no estudo de Yoshikawa e colaboradores
(Yoshikawa et al., 1992). Todavia, o isolamento apresenta baixa sensibilidade para
deteccgao da infeccdo viral ativa. Mais recentemente, a tendéncia é pela utilizacado de
PCR para a detecgao de acidos nucléicos dos virus (Osman et al., 1996; Kidd et al.,
2000; Tong et al., 2000; Rayes et al., 2005), que proporcionam melhor sensibilidade
e especificidade para a deteccdo da infeccdo viral ativa. Todavia, o desempenho
diagndstico da PCR pode variar neste caso, em funcao do tipo de ensaio e do
espécime (celular ou acelular) empregados. Além disso, a falta de padronizagéo
destes testes pode produzir resultados dispares, mesmo quando ensaios com
caracteristicas semelhantes s&o utilizados em diferentes laboratorios.

Neste estudo, o diagnéstico de infecgao ativa por HHV-6 ou HHV-7 baseou-

se nos resultados de ensaio qualitativo de PCR aninhado em plasma. A utilizagao
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dos resultados obtidos no plasma como critério diagnodstico, reduz a possibilidade de
deteccgao de infecgao latente que pode estar presente nas células mononucleares de
sangue periférico, o que elevaria falsamente a incidéncia de infeccdo ativa
(Blackwell, 2004).

A escolha do ensaio de PCR aninhado baseou-se em alguns fatores: a
simplicidade de sua interpretacdo, baseada no aparecimento ou ndo de bandas; seu
custo acessivel (importante quando se considera a possivel implantagcdo do método
para diagnostico em uma instituicdo publica), e o aumento de sensibilidade
decorrente da amplificacdo de uma regido interna da 12 sequéncia amplificada. A
importante diferenca entre os resultados do presente estudo e as incidéncias muito
inferiores relatadas por Rayes e colaboradores (Rayes et al., 2005), utilizando PCR
convencional qualitativo também em plasma (1% para HHV-6 e 6% para HHV-7),
estdo de acordo com a hipotese de que o ensaio aninhado proporcione maior
sensibilidade para a detecgao da infecgao viral.

Ha poucos dados na literatura a respeito dos fatores que podem influir na
incidéncia de infeccao viral ativa por HHV-6 ou HHV-7 em receptores de
transplantes de 6rgaos. No caso da infecgdo por HHV-6, algumas analises sugerem
que a ocorréncia de rejeicdo aguda e o tratamento com altas doses de
corticosteréides possam desencadear a sua reativagdo (Singh et al., 1995;
Lautenschlager et al., 1998). Observacgdes realizadas em uma série de pacientes
com insuficiéncia hepatica aguda indicam que a presencga de replicagao viral pré-
transplante aumente a chance de hepatite por HHV-6 apds o transplante hepatico.
(Harma et al.,, 2006a). Entre os receptores de transplante renal aqui estudados,
verificou-se uma tendéncia a ocorréncia mais frequente de infeccao por HHV-6

(p=0,07) e HHV-7 (p=0,05) em individuos mais jovens. Esta associac¢ao foi também
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relatada por Zerr e colaboradores (Zerr et al., 2005a) ao estudar os fatores
associados a reativacdo da infeccdo por HHV-6 em uma populacdo de 110
receptores de transplante alogeneico de medula 6ssea. E possivel que, entre nossos
pacientes, o efeito da idade sobre o risco de infec¢ao ativa por HHV-6 e HHV-7 seja
em parte decorrente da menor soroprevaléncia de anticorpos para estes virus em
individuos mais jovens, entre o0s quais haveria, assim, maior propensao a
desenvolvimento de viremia por infeccdo primaria apos o transplante. O fato de nao
haver sido realizada a pesquisa pré-operatéria de anticorpos para HHV-6 e HHV-7
entre os receptores de transplante torna impossivel analisar se esta hipotese
realmente explica a tendéncia observada.

Uma caracteristica particular deste estudo foi a frequéncia relativamente alta
de uso do sirolimus entre os pacientes participantes, fato que permitiu analisar a
possivel relagdo entre o uso desta droga e a incidéncia das infecgdes virais
estudadas. E reconhecido na literatura o efeito supressivo do sirolimus sobre a
replicacéo do citomegalovirus (Ponticelli, 2004). Este fato traduz-se em uma menor
incidéncia de citomegalovirose entre os individuos tratados com esta droga (Webster
et al.,, 2006). Além disso, ha evidéncias de efeito sinérgico entre o sirolimus e o
ganciclovir no tratamento de receptores de transplante com infecgao ativa por cepas
de citomegalovirus com mutagdo de resisténcia para o ganciclovir (Ozaki et al.,
2007). Dado o alto grau de homologia gendmica entre o citomegalovirus e os demais
beta-herpesvirus, seria concebivel aventar-se a possibilidade de um semelhante
efeito supressivo para as infecgdes por HHV-6 e HHV-7. Os resultados deste estudo,
entretanto, ndo dao suporte a esta hipétese. Deborska e colaboradores (Deborska et
al., 2003), em estudo prospectivo, sugeriram que o uso de sirolimus poderia estar

associado a maior incidéncia da infecgao ativa por HHV-6. Todavia, o diagnéstico de
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infeccao viral nesse estudo foi baseado no achado de soroconversao primaria ou
secundaria para HHV-6, método cuja sensibilidade e especificidade sao inferiores as
do teste diagndstico empregado no presente estudo.

A ocorréncia de manifestagdes clinicas potencialmente atribuiveis a HHV-6
ou HHV-7 foi pouco frequente. Em apenas dois casos, presenciou-se a ocorréncia
de febre sem qualquer outra causa conhecida que coincidiu com a presenca de
viremia por HHV-6, em um caso, e HHV-7, no outro. Um paciente apresentou
convulsao na semana seguinte a detec¢cao de HHV-6 no plasma. Em outro caso,
observou-se alteragao de nivel de consciéncia sem causa determinada na primeira
semana de poés-operatoério. Infelizmente, neste caso, a coleta de amostras de
sangue para pesquisa das infec¢des virais estudadas iniciou-se apenas na semana
seguinte, quando ficou evidente a presenga de viremia por HHV-7. Nestes dois
casos, nao houve coleta de liquor para analise diagndstica e comprovagao da
infeccao viral em sistema nervoso central, o que torna ainda mais especulativa a
atribuicdo de associagao causal entre as manifestagdes neuroldgicas e as infecgdes
virais detectadas nas amostras de sangue. Nao foram observados pneumonite ou
erupgao cutdnea temporalmente associados a deteccao de viremia. Também nao
foram observadas diferencas significantes de alteragdes nas contagens de
leucdcitos e plaquetas ou na dosagem de aminotransferases entre os pacientes com
infeccdo por HHV-6 ou HHV-7 e os demais pacientes. Essa paucidade de
manifestagdes clinicas e laboratoriais contrasta com os achados de alguns poucos
estudos conduzidos em receptores de transplante hepatico que sugeriam maior
frequéncia de quadros febris (Chang et al., 1998) e de encefalopatia (Rogers et al.,
2000) em associagao com a infecgdo por HHV-6. Todavia, nossos resultados séo

concordantes com os relatados na maior parte dos estudos de coorte realizados em
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receptores de transplantes de orgaos soélidos e, particularmente, naqueles
conduzidos especificamente em receptores de transplante renal (Okuno et al., 1990;
Yoshikawa et al., 1992; Osman et al., 1996; Brennan et al., 2000; Kidd et al., 2000;
Tong et al., 2000; Rayes et al., 2005; Anton et al., 2008).

Este estudo também procurou abordar a incidéncia de possiveis efeitos
indiretos das infecgdes por HHV-6 e HHV-7 sobre a morbidade dos receptores de
transplante renal. Como ja mencionado na introdugdo deste trabalho, um
consideravel numero de estudos realizados em receptores de transplantes de
orgaos sélidos indicam a existéncia de interagcdo entre as infec¢gdes por HHV-6,
HHV-7 e por CMV (Dockrell et al., 1997; Humar et al., 2000; Kidd et al., 2000; Tong
et al., 2000; Mendez et al., 2001; Lautenschlager et al., 2002b; Razonable et al.,
2003; Harma et al., 2006b; Lehto et al., 2007). Em trés coortes de transplante renal,
houve maior incidéncia de manifestagbes clinicas de citomegalovirose nos casos
com viremia por HHV-7 (Osman et al., 1996; Chapenko et al., 2000; Kidd et al.,
2000). No presente estudo, a incidéncia acumulada de doenca por CMV foi de
apenas 5%, fato que impossibilitou a analise da possivel associacdo entre esta
complicacdo e as infecgcdes pelos outros beta-herpesvirus aqui analisados. A baixa
incidéncia observada de doencga por CMV pode estar relacionada a fatores como: a
baixa prevaléncia, em nosso centro, de receptores soronegativos para CMV,
situacdo em que o risco de doenga por CMV no pdés-operatoério € elevada, e o uso
frequente de sirolimus no esquema de imunossupressao, ja que esta droga esta
associada a menor incidéncia de citomegalovirose no pés-operatoério (Webster et al.,
2006). Outra importante limitacdo do presente estudo é a falta de dados de
monitoracdo de ocorréncia de viremia, mesmo assintomatica, por CMV entre os

pacientes estudados, pois alguns estudos que apontaram a possibilidade de
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interacdo entre as infecgdes por CMV e outros beta-herpesvirus, basearam suas
conclusées na correlacao dos resultados dos testes de monitoracdo de replicacao
viral em pacientes com ou sem manifestagdes clinicas de infec¢gao (Tong et al.,
2000; Lautenschlager et al., 2002b; Lehto et al., 2007). Na verdade, faz parte do
projeto original deste estudo a avaliagdo semanal da ocorréncia de viremia por CMV.
Todavia, restricbes de ordem material e técnica retardaram a realizagcdo da pesquisa
de viremia para CMV, baseada em técnica quantitativa de PCR, nas amostras de
sangue coletadas semanalmente. Os seus resultados, que no momento de redagao
deste texto eram apenas parcialmente disponiveis, ndo puderam ser incluidos nas
analises desta dissertacao.

Em dois estudos, conduzidos em receptores de transplante hepatico,
observou-se um aumento da incidéncia de infec¢gdes fungicas invasivas em
individuos que haviam apresentado viremia por HHV-6 (Dockrell et al., 1999; Rogers
et al., 2000). Todavia, esta complicagdo nao foi diagnosticada em nenhum paciente
neste estudo. De fato, em contraste com o que se observa no transplante de figado,
€ usualmente baixa a incidéncia de infecgdo fungica invasiva apds o transplante
renal (Snydman, 2001). Por este motivo, em nenhum estudo conduzido em
receptores de transplante renal até o presente momento, foi possivel avaliar a
influéncia das infeccées por HHV-6 e HHV-7 sobre a incidéncia de infeccbes
fungicas invasivas.

Por outro lado, neste estudo, observou-se uma tendéncia a maior risco de
infecgcdes bacterianas nos individuos que apresentaram viremia por HHV-6,
traduzida na analise univariada pelo método de Cox por um hazard ratio igual a 2,45
(p=0,14). Outros fatores que se associaram a maior risco de infecgdes bacterianas

na analise univariada foram a idade mais elevada (p=0,007), o uso de esquemas
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imunossupressores contendo ciclosporina (p=0,02) ou sirolimus (p=0,04) e o nadir
de creatinina sérica na primeira semana (p=0,02). Ter recebido enxerto de doador
falecido também tendeu a ser associado a um maior risco de infeccdo bacteriana
(p=0,07). Interessantemente, pacientes que apresentaram infecgdo por HHV-6 neste
estudo tenderam a ser mais jovens (p=0,07). Além disso, tinham valor de mediana
de nadir de creatinina sérica na primeira semana de poés-operatério bem inferior ao
observado nos pacientes que nao desenvolveram viremia, conquanto a diferenca
nao tenha alcangado significancia estatistica (p=0,12).

Tais fatos poderiam indicar a possibilidade de que a associacdo entre
infeccao por HHV-6 e infeccao bacteriana estivesse subestimada por confundimento
negativo. De fato, na analise multivariada ajustada por idade, nadir de creatininina
sérica, além de uso de ciclosporina, a associacao entre a viremia por HHV-6 e a
ocorréncia subsequente de infeccdo bacteriana aproximou-se do nivel de
significancia estatistica (p=0,07) com elevagdo do hazard ratio para 3,24. Estes
resultados claramente ndo sio suficientes para estabelecer uma relagdo causal
entre a infecgao por HHV-6 e o posterior desenvolvimento de infecgdes bacterianas,
porém justificam a realizagdo de estudos com maior amostragem a fim de analisar
esta hipotese, até o momento ndo abordada em qualquer outro estudo que tenha
investigado o impacto das infecgbes por HHV-6 e HHV-7 em receptores de
transplante renal (Okuno et al., 1990; Yoshikawa et al., 1992; Osman et al., 1996;
DesJardin et al.,, 1998; Brennan et al., 2000; Kidd et al., 2000; Tong et al., 2000;
Deborska et al., 2003; Rayes et al., 2005; Chapenko et al., 2009).

No maior estudo realizado em receptores de transplantes de érgéaos, Humar
e colaboradores (Humar et al., 2002) ao estudarem 200 individuos nas 12 primeiras

semanas apo6s transplante hepatico evidenciaram incidéncia semelhante de
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bacteremia entre os pacientes com infecgéo pelo HHV-6 (17,9%) e os sem demais
(20,1%,). E provavel que a explicacdo para a diferenca entre os resultados do
presente estudo e o de Humar e colaboradores se prenda a metodologia utilizada
para a analise estatistica. Os resultados apresentados nesta dissertacdo foram
obtidos com o emprego de modelos de regressao de Cox em que a infecgao por
HHV-6 foi modelada como variavel tempo-dependente, o que quer dizer que
infecgcdes bacterianas ocorridas nas primeiras semanas de poés-operatério, e que
antecederam a detecgao da viremia por HHV-6, foram classificadas, corretamente,
como n&o associadas a infeccdo por HHV-6. E provavel que esta abordagem tenha
reduzido a influéncia sobre os resultados das infeccdes diretamente associadas ao
procedimento cirurgico, incluindo-se ai aquelas relacionadas aos dispositivos
invasivos instalados em funcéo da prépria cirurgia (cateter vesical e acesso venoso,
por exemplo). Isto pode ter facilitado a detecgdo de um aumento na incidéncia de
infeccbes bacterianas decorrente da acentuagdo do comprometimento imunoldgico
ocasionado pela infeccdo por HHV-6. Por outro lado, como nao se dispde dos
resultados da monitoracdo da viremia por CMV nestes individuos, ndo podemos
excluir a possibilidade de que a tendéncia observada esteja, na realidade,
relacionada a infeccéo por este outro beta-herpesvirus.

A associagao significante entre o uso de esquemas contendo ciclosporina e
o maior risco de infeccdes bacterianas nao foi descrita em ensaios clinicos que
compararam a efetividade e a tolerabilidade de esquemas imunossupressores que
incluiam ciclosporina ou tacrolimus (Schleibner et al., 1995; Morris-Stiff et al., 1998;
Abou-Jaoude et al., 2003; Murphy et al., 2003; Kramer et al., 2005). Todavia, ela foi
detectada em outros dois estudos observacionais realizados neste mesmo centro.

No primeiro deles (Almeida, 2004), observou-se uma menor incidéncia de infecgbes
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do trato urinario em pacientes tratados com tacrolimus em comparagédo com os que
usavam ciclosporina. Num estudo subsequente (Martins et al., 2006), realizado
durante um surto de infecgbes por Klebsiella pneumoniae produtoras de beta-
lactamases de espectro estendido, observou-se que receptores de transplante renal
tratados com ciclosporina apresentaram maior risco de infeccdo por estes
patdgenos. Os dados destes estudos ndo permitem estabelecer a justificativa para a
associagdo observada. Os resultados de um estudo in vitro sugerem que a
ciclosporina aumente a adesividade de Escherichia coli mediada por fimbria P
(Szkaradkiewicz e Wal, 2001), fato que poderia justificar em parte a associagao
detectada neste estudo e no de Almeida (Almeida, 2004), tendo em vista a
importancia de E. coli como agente etiolégico de infecgbes bacterianas em
receptores de transplante renal.

Nao se verificou, neste estudo, associagao significante entre a ocorréncia de
viremia por HHV-6 ou HHV-7 e o subsequente desenvolvimento de rejeigao aguda.
Todavia, é preciso reconhecer a existéncia de importante limitacdo em relagdao ao
diagndstico de rejeicdo, em sua maioria estabelecido em bases clinicas, sem
confirmacéao histopatoldgica. O fato de que o uso de esquemas contendo tacrolimus
tenha sido a unica variavel significantemente associada a maior risco de rejeigao
sugere fortemente que tenha ocorrido viés no estabelecimento do diagnéstico de
rejeicdo entre os pacientes analisados. E possivel aventar-se que parte dos casos
em que a disfungdo do enxerto renal foi atribuida a rejeicdo aguda tivesse, na
verdade, sido causada por outros fatores, tais como toxicidade medicamentosa.

Em suma, o presente estudo, o primeiro, até onde sabemos, a abordar a
incidéncia de infeccbdes por HHV-6 e HHV-7 em receptores de transplante renal em

nosso meio, demonstrou a presenga de elevada incidéncia de viremia por estes
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patdgenos nos primeiros trés meses apds o transplante renal. O unico fator que
tendeu a associar-se a maior frequéncia destas infeccdes virais foi a idade mais
jovem. O uso de sirolimus nao influenciou a incidéncia de viremia por HHV-6 e HHV-
7. A baixa frequéncia observada de manifestagdes clinicas diretamente associadas a
estas infeccdes virais corrobora os achados da maioria dos estudos conduzidos em
receptores de transplantes de 6rgaos. Nao foi possivel demonstrar, neste estudo,
associacdo entre as infeccbes por HHV-6 e HHV-7 e o subsequente
desenvolvimento de citomegalovirose ou de rejeigao celular aguda. Todavia, estes
resultados negativos podem decorrer de limitagbes metodoloégicas deste estudo
mencionadas ao longo da discussao. Por outro lado, a tendéncia a maior incidéncia
de infeccdo bacteriana em pacientes que haviam apresentado viremia por HHV-6
esta de acordo com a hipotese que esta infeccdo viral exerca um efeito
imunomodulador e justifica a realizagcdo de novos estudos com amostragem
especificamente dimensionada para a avaliacdo deste possivel efeito indireto da

infecgao por HHV-6.



7 CONCLUSOES

Nesta coorte de receptores de transplante renal, elevada foi a incidéncia de
infecgdo ativa por HHV-6 (29%) e HHV-7 (28%). As incidéncias observadas
encontram-se dentro da faixa descrita em outros centros.

A ocorréncia de manifestagdes clinicas potencialmente atribuiveis as
infeccbes estudadas foi infrequente, restringindo-se a dois casos com febre sem
outra origem aparente e dois casos com manifestagdes de acometimento do sistema
nervoso central. Em nenhum destes casos, porém, foi possivel afastar outras causas
para as manifestagdes clinicas encontradas.

Houve uma tendéncia a que tanto a infec¢gao por HHV-6 (p=0,07) quanto por
HHV-7 (p=0,05) ocorressem em pacientes mais jovens. Nao foi observada
associacao significante entre a incidéncia destas infecgbes virais e quaisquer dos
demais fatores estudados.

Houve uma tendéncia a associacdo entre a infeccdo por HHV-6 e o
desenvolvimento de infecgdo bacteriana microbiologicamente documentada (hazard
ratio=3,24, p=0,07) na analiseajustada por outros possiveis confundidores. Outras
variaveis significantemente associadas a elevagao do risco de infecgdes bacterianas
nesta analise foram: a idade mais avangada, niveis mais altos de creatinina sérica
na primeira semana de pds-operatério e o uso de ciclosporina. Nao houve
associacao entre a ocorréncia de infeccao por HHV-7 e o risco de infecgdes
bacterianas subsequentes.

Nao houve associacao entre as infecgdes virais estudadas e a ocorréncia de

rejeicdo aguda nos primeiros seis meses apoés o transplante.
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ANEXOS



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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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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