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1. INTRODUCAO

1.1. Virologia

Virus sdo parasitas de vida intracelular obrigatdcom algumas
propriedades particulares. Sdo particulas extrem@Empequenas e com grande
potencial de infectividade, isto €, sdo capazesahesferir-se de célula a célula e de
hospedeiro a hospedeiro a partir da replicagdedagenoma. Este € composto por
acido desoxirribonucléico (DNA) ou por acido riboféico (RNA) e induz a célula
do hospedeiro a sintetizar componentes do viriomogas particulas virais,
disseminando, assim, a infec¢do a novas cé(klaekls e cols., 2002).

As infec¢Bes causadas por virus se caracterizamesentarem uma fase
aguda, que cursa com ou sem sintomas, seguida rpoificacdo, laténcia ou
resolucdo completa da infeccdo. A resolucdo destbeccbes sistémicas €
principalmente devida a resposta mediada por ¢étudmtendo protecdo em longo

prazo atraves da formacédo de anticorpos espec(fibesdes e cols., 2002).

1.2 FamiliaHerpesviridae
A familia herpesviridae atualmente é composta por oito membros. Baseados
em analises genéticas, estes virus foram dividkddodrés subfamilias - alfa, beta e
gama. A subfamilialfa € composta pelos herpesvirus simples tipos 1 (HS&2
(HSV-2), além do virus varicela zoster (VZV). A fanilia beta compreende os
herpesvirus tipos 6 (HHV-6) e 7 (HHV-7) e o citoralyirus (CMV). Finalmente,
a subfamiliaggama inclui o herpesvirus tipo 8 (HHV-8) e o virus EpstBarr (EBV)

(Rossi e cols., 2001).
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A principal caracteristica que estes virus comiparti € a capacidade de
permanecer latente ou em estado persistente noedwisp, reativando em
momentos de imunossupressao (Tiansheng e Hud@ag).2

A prevaléncia dos herpesvirus na populacdo adultdta, com algumas
variacdes geogréficas, com excessdo do HSV-2 e Hd-8 Os alfaherpesvirus
HSV-1 e HSV-2, que foram os primeiros a serem destos, sdo neurotrépicos e
podem causar febre, lesdes bolhosas orais e g@gnitaspectivamente, e
ocasionalmente encefalite. O VZV causa a varicadac doenca primaria,
usualmente em criangas, sendo que reativacbes sAwNs em pacientes
imunossuprimidos e pessoas com idade avancadasAed de pele tipo zoster séo
caracteristicas e auto-limitadas. Todavia, em & qacientes, a complicacdo com
neuralgia pos-herpética resulta em morbidade iraptat Os gamaherpesvirus séo
virus linfotropicos e os Unicos com potencial or&ugo. O EBV esta relacionado
aos quadros clinicos de mononucleose na adolescémig doenca linfoproliferativa
pos-transplante, enquanto que o HHV-8 esta eticdogénte ligado ao sarcoma de
Kaposi (De Bolle e cols., 2005).

A infeccdo congénita por CMV é a principal causaddenca auditiva em
recém-nascidos e associada a retardo mental. Eranpeg imunossuprimidos, a
reativacdo do virus é causa de importante morb@idade, principalmente em
transplantados de 6érgéos e pacientes com sindranmawhodeficiéncia adquirida
(SIDA), podendo causar retinite, pneumonite e igdes generalizadas. Ainda néo é
claro o potencial patogénico do HHV-7, porém edtasvfoi associado a alguns
casos de exantema em criangcas. Em transplantadasjaareativacdo pode
potencializar o desenvolvimento da doenca por CMVHHV-6 possui duas

variantes (6A e 6B), que possuem 92% de homologiasea sequéncia de
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nucleotideos. Estas variantes diferem quanto ao ps¢encial patogénico, nas
formas clinicas das infec¢cfes que causam e nébdigéo epidemioldgica (Brennan
e cols., 2002; De Bolle e cols., 2005).

No contexto geral dos transplantes, os herpeswgido implicados na
etiologia e na patogénese das principais causaged¥a do enxerto: infeccéo,
aterosclerose e desenvolvimento de neoplasia pisgiante (Brennan e cols.,
2002). O melhor entendimento dessas viroses podéiaauna concepcao de
estratégias de prevencdo, diagnostico e tratanaglgiguados, com vistas a reducao
da morbidade e aumento da sobrevida do enxertopadente apds a realizacdo de

um transplante.

1.3 O Herpesvirus Humano Tipo 6

1.3.1.Estrutura Viral

O herpesvirus humano tipo 6 (HHV-6) foi isoladoapgtimeira vez em 1986 a
partir de uma cultura de leucdcitos de sangue éaxif de pacientes com SIDA e
doenca linfoproliferativa (Lusso e cols., 1996;ckwell e cols., 1999; Abdel-Haq e
Asmar, 2004).

O HHV-6 tem 67% de homologia com a sequéncia de@éaidos do CMV.
O didmetro da sua particula viral é de 200 nm, simetria icosaédrica e seu
genoma de dupla fita de DNA contém aproximadamé6f@000 pares de base,
codificando mais de 100 genes (Lusso e cols., 1996)

Quanto ao seu tropismo celular, inicialmente atveese que este virus
infectava predominantemente linfocitos B; dai aigfes;do preliminar de “virus

humano B-linfotrépico” (HBLV). A partir dos estudesivolvendo o cultivo celular,
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caracterizou-se a célula T, particularmente o GitddT auxiliar T helper; Th) como
o principal alvo da infeccdo por este virus, semédoomeado como HHV-6.
Mondcitos, macrofagos e, muito provavelmente, dawrocitos também
constituem tipos celulares de replicacdo viralaficOs linfocitos B podem ser
infectados somente quando imortalizados pelo EBY. ikfeccbes por HHV-6
podem ser agrupadas em 2 categorias: infeccao nmifudualmente em criancas) e
reativacdo da infeccdo latente (usualmente em iohadg imunossuprimidos)

(Lusso, 1996).

1.3.2 Infeccao Primaria

A infeccdo primaria pelo HHV-6 geralmente ocorrégre 6 e 15 meses de
idade, apresenta um periodo de incubacdo de apdaimente 2 semanas e esta
etiologicamente relacionada ao exantema subitohéamconhecido comooseola
infantum. Caracteriza-se por febre alta rash cutaneo, ocasionalmente com
convulsBes e encefalite. Esta infeccdo € tambémidenada a principal causa de
doenca aguda febril na primeira infancia, senddav@, assintomatica na maioria
dos casos (Lusso, 1996; Singh e Peterson, 200Bpee cols., 2005).

Apesar de haver a possibilidade de transmissadcakrta transmissao
horizontal, através da eliminacdo de particulagivipela saliva de individuos com
infecc@o priméria, é a forma mais comum. Acredé&apse o HHV-6 persista em sua
forma latente predominantemente nas células moteames de sangue periférico,
em glandulas salivares, linfonodos, rim e figados Nrimeiros anos de vida, a
infeccdo priméaria também pode ser detectada nadbqgeefalorraquidiano (LCR).
Isto sugere que o sistema nervoso central (SNC3apteambém ser um sitio de

laténcia da infeccéo (Collot e cols., 2002).
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Em adultos, a infec¢édo primaria pelo HHV-6 tem Sidplicada como causa
de uma sindrome clinica semelhante a mononucleosenofiucleosdike),
linfadenopatia e encefalite focal (Lusso, 1996).

A prevaléncia de anticorpos contra o HHV-6 na pagéib adulta é alta,
chegando a 90% (Dockrell e Paya, 2001). Uma excégdlaservada no Marrocos,

onde a soroprevaléncia € muito baixa, ao redorO8é¢ Ranger e cols., 1991). No

nordeste do Brasil esta taxa é de 78% (Freitasleakes, 1997).

1.3.3 Variantes do HHV-6 e Formas Clinicas

Existem dois sub-grupos ou variantes do HHV-6, A,edescobertas por
Ablashi e cols. (1993). Apesar da alta similaridggmética (90%), as variantes
diferem entre si em importantes caracteristicdas, damo: modo de transmissao,
prevaléncia, tipos de células que infectam e mst@i¢@es clinicas (Rathamohan e
cols., 1998). As diferencas sdo significativas ficente para justificar os esforgos
da comunidade cientifica para classificar estagams como virus distintos. O
conclame atual é de ndo se admitir a caracterizsigdlificada do HHV-6 como
agente etiolégico propriamente dito, com uma petsge de se reclassificar a
variante B como um herpesvirus do tipo 9 (HHV-99itkaroff e cols., 2006

Desta forma, € importante definir as principaieihcas entre eles. Enquanto
o HHV-6B é usualmente transmitido pela saliva, estelo de transmissdo ndo é
definitivo para a variante A. O isolamento da vateaA a partir de secrecéo salivar
€ conseguido apenas de forma intermitente, impedinchelhor caracterizacédo do
seu modo de transmissao (Komaroff e cols., 2006).

A principal manifestacdo clinica da infeccdo por\H6l da variante B é o

exantema subito, a doenca febril e a encefaliter@ancas, enquanto que alteragdes
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neurolégicas sdo as manifestacdes caracterisacearinte A. A infeccdo primaria
pela variante A do HHV-6 pode causar infeccdo dmsisada em pacientes
imunossuprimidos (Rossi e cols., 2001).

O HHV-6B € ubiquo em criancas de mais idade e aivioluos saudaveis.
Todavia, 0 HHV-6A raramente € isolado nesta po@dd€asserta e cols., 2004). A
prevaléncia de isolamento da variante A é de cdeadb% usando o método
molecular em tempo real em plasma e saliva de ithdds saudaveis, de portadores
de SIDA e de receptores de transplantes. A cogafepelas variantes A e B € rara
(Boutolleau e cols., 2006).

Ambas as variantes do HHV-6, A e B, podem ser t&daa partir de tecido
cerebral, onde podem causar invasdo e doenca.i&t@amB pode estar envolvida
com a invasdo do SNC na infecgédo priméaria (Campdéeame e cols., 1999). Por
outro lado, a variante A é a mais neurotropicaoe,i§s0, mais associada a doengas
do SNC (De Bolle e cols., 2005).

O isolamento da variante A a partir do LCR é mamuem em pacientes
portadores de SIDA e de esclerose multipla, engugun a variante B é o tipo mais
comumente isolado no LCR de individuos saudavemgra@s (Ahlgvist e cols.,
2005). O HHV-6A também apresenta alta afinidadeqgiébulas da pele, o que néo

ocorre com o HHV-6B (Boutolleau e cols., 2006).

1.3.4 Reativacéo Viral

Como os outros herpesvirus, o HHV-6 estabelecend&téno hospedeiro,
podendo ser reativado em momentos de imunossupréSsih e Peterson, 2000).
A reativacdo do HHV-6 em transplante de érgaosnduro, e os efeitos consistem

usualmente em febrerash cutaneo, frequentemente de forma sub-clinica eghani
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(Caserta e cols., 2004). Todavia, muitos dos efegfaaves relacionados a esta
infeccéo sao descritos nesta populacao (Campdiethe e cols., 1999).

Nestes individuos transplantados, a reativacaotdd-6l ocorre em 14 a 82%
dos casos (Dockrell e cols., 1999), podendo estvcgada com o desenvolvimento
de pneumonite intersticial, supressdo da meduleapsncefalite, hepatite, doenca
febril, entre outras (Singh e Peterson, 2000). O/H#A demonstra maior viruléncia
com a imunossupreséo, guando comparado ao HHV-6BH® Carrigan, 1996).

Em transplante de medula 6ssea, Reddy e Manna )(26@6%pregando a
técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR)eemo real, verificaram
prevaléncia de positividade para HHV-6 em plasmald&, sendo 97% deles
identificados como a variante B. Apesar de a raafiv da variante B ser a mais
comum, e provavelmente menos grave, existe a sigdst que o HHV-6A seja a
variante mais efetivamente associada a infeccdessat sintométicas das células do

sistema imune e do SNC apds o transplante (Boatobecols., 2006).

1.3.5 HHV-6 no Sistema Nervoso Central

Isolado a partir de oligodendrdcitos, astrocitoscraglia e neurbnios de
diferentes regibes do SNC, o HHV-6 esta associadimemcas neurologicas de
etiologia pouco clara, como a sindrome de Guilénré, paralisia de Bell e
esclerose multipla. Além disso, este virus € inapliccomo um fator associado na
etiologia da leucoencefalopatia multifocal progress(PML), até entdo ligada
exclusivamente a infeccdo pelo poliomavirus JC (JCEVidéncias recentes
sugerem que o HHV-6 e o JCV cooperam na etiologgtaddoenca, tendo sido
ambos isolados a partir de oligodendrécitos de ekesdesmielinizantes

caracteristicas desta patologia (Yoshikava e As20@0); Dewhurst, 2004).
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Seguindo uma linha de investigagdo similar, Challoe cols. (1995)
propuseram a associacdo do HHV-6 com a doenca lausesmielinizante mais
comum, a esclerose multipla. Nesta patologia, @xistugestdo de que o virus esteja
implicado na transformacdo e na alteracdo da ramziatdo de células do SNC.
Além disso, o0 HHV-6 é capaz de aumentar a suskd#tlie dos oligodendrécitos a
citocinas pro-inflamatérias, como o fator de neerasimoral alfa (TNFe),
envolvido na fisiopatologia desta doenca (Dietaatols., 2004).

No contexto dos transplantes, encefalite e/ou atu#tia associada ao HHV-
6 € uma consequéncia rara da imunossupressao,nastEontrada na SIDA. As
formas clinicas subagudas sdo mais comumente w@&saeim receptores de
transplante de células tronco hematopoéticas queat@&beram profilaxia antiviral

(Visser e cols., 2005).

1.3.6 HHV-6 e o Sistema Imune

O estudo do HHV-6, inicialmente motivado pelos imantes efeitos sobre o
SNC, ja possui evidéncias da sua repercussao isagihifi sobre o funcionamento
das células do sistema imune. O HHV-6 entra ndaéiwavés da interacdo com o
receptor CD46, expresso na membrana de todas asascéhucleadas e
fisiologicamente envolvido na regulacdo do compiamgDe Bolle e cols., 2005).
Um efeito paradoxal consiste na reducéo da exprassdeceptores de linfocitos T,
como o CD3, dificultando a ativacdo deste tipo legellOutra forma importante de
evasdo da resposta imune promovida pelo HHV-6 stsha redugcdo da
sensibilidade do linfocito T a citocinas derivadiascélulas dendriticas, como IL-12

e IFN+y, e inducéo da diferenciagdo pro-Th2 do linfocit¢Smith e cols., 2005).
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O HHV-6 pode também induzir apoptose das célul&Df+ infectadas, além
de células epiteliais timicas, hematopoéticas elainatural killer (NK). O
resultado final € a promocdo de uma resposta imemos eficiente na depuragéo
de antigenos intracelulares, como a infeccdo YDal Bolle e cols., 2005). Além
disso, ele pode ser um virus imunomodulador, cotenptal de facilitacdo dos
episédios de rejeicdo aguda e do desenvolvimenteefiepatia cronica do enxerto

(Deborska-Materkowska e cols., 2006).

1.3.7.HHV-6 em Transplantes

A reativacdo da infeccdo por HHV-6 apds o trangplan geralmente pela
forma HHV-6B. A incidéncia da infeccdo varia en#8% (28%-75%) para
receptores de transplante de célula tronco hemétiopoe 32% (0-82%) para
receptores de 6rgaos sélidos, com pico entre dgasiteo semanas apoés o inicio da
imunossupresséao (De Bolle e cols., 2005).

Em transplantados renais, a infeccao ativa podarwde 38 a 82%, apesar de
o impacto clinico ainda ndo estar bem determina@&uifo e cols., 1990;
Ratnamohan e cols., 1998; Deborska-Materkowskdse @006).

A doenca primaria, que ocorre quando o doador @pssitivo e o0 receptor é
soronegativo, usualmente acontece nas primeirassegianas ap0s o transplante e
apresenta envolvimento de 6rgaos alvo como pulfigedo e SNC. Um caso fatal
de infeccdo primaria por HHV-6A ja foi relatado eeteptor de transplante renal
soronegativo, com manifestacdo de sindrome hemcitago aguda, hepatite e
encefalopatia (Rossi e cols., 2001).

A doenca secundaria ocorre alguns meses depoisgptante, podendo ser

causada por reativacdo ou reinfeccao por variaraédistinta adquirida a partir do
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inicio da imunossupressao (Rathamohan e cols.,)1898 pacientes que recebem
terapia com anti-CD3 para profilaxia ou tratamedéorejeicdo, a carga viral de
HHV-6 pode ser alta (Desjardin e cols., 2001).

Em receptores de transplantes de 6rgaos solidoso gmr exemplo rim e
figado, os mais estudados, a principal causa dbimortalidade associada a doenca
por HHV-6 est& relacionada ao seu potencial naurasivo e a suscetibilidade a
outras infec¢cdes oportunistas. Alteracdes neurcddginestes pacientes, desde
alteracdes leves do sensorio até encefalites gralee®m incluir sempre no seu
diagnostico diferencial a pesquisa da reativacadidd-6, especialmente a variante
HHV-6A (De Bolle e cols., 2005).

Em transplante de célula tronco hematopoéticasam rila reativagdo do HHV-
6 esta relacionado ao seu potencial de supressdidlane facilitacdo das infec¢des
oportunistas. Neste caso, também pela variantenBia comum (De Bolle e cols.,
2005). Pode ocorrer a co-infecgdo ativa, envolvendo o HKHI\GMV e HHV-7
simultaneamente, em receptores de célula troncatopwética, rim ou figado (lhira
e cols., 2001).

Em transplante hepético, estudos recentes tém dgrada que infeccdes por
HHV-6 e/ou HHV-7 podem ser causa de morbidade niéwa disfuncéo e rejeicédo
do enxerto (Lautenschlager e cols., 2002).

Mendez e cols. (2001) estudaram a reativacdo @esbtetaherpesvirus em 33
receptores de transplante hepatico. A deteccdoNi @ral de CMV, HHV-6 e
HHV-7 ocorreu na oitava semana poés-transplante, texas de 70%, 33% e 42%,
respectivamente. Em outro estudo, pacientes qagafiz soroconversao para HHV-
6 representaram um grupo de risco para o desemeaio de doenca por CMV

apos o transplante hepatico (Humar e cols., 2000).
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Ohashi e cols. (2008) demonstraram em um estudp@ctivo com receptores
de transplante de figado, que ser portador dos #ra/ou C da hepatite constituia
um fator de risco significativo para infeccdo atpa HHV-6 apds o transplante.
Nesta série, foi possivel determinar o papel do HH¥omo fator de risco para
mortalidade poés-transplante, principalmente relaio a sua associacdo com

infeccBes graves por CMV e infecgdes fungicas.

1.3.8 HHV-6 em Neoplasias

Sabendo-se que o EBV est4 associado ao linffomece@ana nasofaringeo e
ao carcinoma gastrico, e que o HHV-8 esta reladioream o sarcoma de Kaposi,
suspeita-se que 0s betaherpesvirus também possastituio co-fatores para o
desenvolvimento de alguns tipos tumorais. A infecgfiva por HHV-6 altera a
fisiologia do sistema imune, podendo aumentar @rara o desenvolvimento de
doencas linfoproliferativas, incluindo leucemia fdiblastica, mieloma mudltiplo,
doenca de Hodking, linfoma de células T, sindrommslolinfoproliferativas e
linfoma de Burkitt ndo-endémico. Nestes casos,reni@ mais comumente isolada
€ a forma viral B, reconhecida pelo seu tropismfatico (De Bolle e cols., 2005).

Um recente estudo demonstrou que o sarcoma de Kafiosse desenvolve
sem a co-infec¢do do HHV-6 com o HHV-8, seu priatggente etiologico. Outras
sugestdes sobre o potencial oncogénico do HHV-éradia sua associacédo com o
cancer oral e, quando em co-infeccdo com CMV, também o cancer cervical e
doenca de Hodgking (De Bolle e cols., 2005).

Acredita-se que o HHV-6 possa estar envolvido ewmcgssos de neo-
vascularizacdo, criticos para o0 desenvolvimento tlowores. Todavia, este

mecanismo parece ser exclusivo da variante HHVNeste caso, o virus induz a
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fusdo de células T, formando células polinucleagigantes, a partir da interacao
entre as proteinas do envelope viral com os remEpt€D46, junto a células

epiteliais e endoteliais (Mori e cols., 2002).

1.3.9 Diagnéstico Laboratorial

Existe uma consideravel variagcéo na literaturamatgional entre os resultados
epidemiologicos e laboratoriais relativos a infecgdelo HHV-6, refletindo a
heterogeneidade das populacbes estudadas e aidfidersdas metodologias
aplicadas.

Assim como o CMV, as varias formas clinicas dadpf® e da doenca pelo
HHV-6 tornam o diagndstico clinico bastante difisendo fundamental a utilizagdo
de exames laboratoriais especificos. O diagnogtiecoce de infecgdo ativa nos
pacientes imunossuprimidos pode evitar doencasegrga que a terapia antiviral
parece ser eficiente na redugéo da carga viras(l,u96).

O diagnéstico do HHV-6 pode ser baseado em métatmsldgicos,
isolamento do virus, identificacdo de antigenosiwiou deteccdo molecular do

DNA viral utilizando a técnica de PCR.

1.3.9.1 Sorologia

A sorologia ndo revela o momento exato da infecéamlentificacdo de IgG
anti-HHV-6 pode ser util na determinacdo do pads@oologico do paciente,
permitindo a diferenciacdo entre infeccdo prim&iseativacdo viral, quando em
associagdo com técnicas que identificam replicagéd. Ela também é til na

avaliacdo do risco pré-transplante, determinandpadrdo sorolégico do par

doador/receptor. Por outro lado ndo é o método nammlequado para o
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acompanhamento de pacientes de risco, uma vez guairessupressao pode
retardar ou ainda n&do permitir o desenvolvimentoadgcorpos IgM e/ou IgG

dificultando o diagndstico (Deborska-Materkowskaoks., 2006).

1.3.9.2 Isolamento por Cultivo Celular

O isolamento do HHV-6 em cultura de células foiéanica originalmente
utilizada para a identificacdo deste herpesvirusufiivo celular é realizado em
células mononucleares de sangue periférico ou asbtido sangue de cordao
umbilical de recém-nascidosA replicagdo do virus em cultura é altamente
indicativa de infeccéo ativa. Todavia, € uma téziéboriosa e que consome muito
tempo entre a inoculagdo da amostra em cultivo éalas e a visualisacdo
microscoépica das modificacdes celulares caradtsa$sbu a deteccédo viral através

de imunoflorescéncia ou PCR (Leland e Ginocchi@,720

1.3.9.3 Testes Moleculares

A introducdo de ensaios moleculares para a detedgopatdgenos
revolucionou o diagnostico de muitas doencgas imdses. Nos Ultimos anos, a
emergéncia de novos patdégenos virais entre pasieim@inodeprimidos e a
disponibilidade de antivirais eficazes tém aumemtadchecessidade de diagnosticos
rapidos e acurados. A amplificacdo de acidos medépor métodos de biologia
molecular permite a produgcédo de grandes quantidddefragmentos de DNA
especificos do virus de interesse, a partir deesdraxgdes diminutas presentes em
amostras clinicas (Domiati-Saad e Scheuermann,)2006

Geralmente utiliza-se uma amostra de sangue totgllasma colhido com

EDTA, obtido por puncdo de veia periférica, pareestbelecer o diagnostico de
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viremia. Entretanto, em infec¢cdes de sitios isadadocomo o SNC, pode ser
necessario o acesso direto, uma vez que o virus péal estar circulante e/ou néo

encontrar-se em quantidades detectaveis (Domiati-8&cheuermann, 2006).

1.3.9.1 PCR Qualitativo

O teste de PCR qualitativo para a identificacdosdquéncias de &cidos
nucleicos especificos do DNA viral em sangue todako ou plasma, pode ser
indicativo tanto de infeccdo latente como de indeccativa em pacientes
soropositivosinfelizmente, a falta de padronizagdo na metodalegnpregada e na
escolha dos primers nos estudos de HHV-6, bem cammpossibilidade de
quantificar a carga viral, tém tornado a comparagée resultados complicada,

pouco objetiva e desprovida de impacto clinico @ps Kennedy, 2005).

1.3.9.2 PCR Quantitativo

Mais recentemente, um método de PCR quantitati@CR em tempo real,
adicionou muitas vantagens a PCR convencional pateagndéstico de infeccdes
virais. Consiste de um sistema fechado que elimimecessidade da analise pés-
PCR. Por isso, reduz o tempo de manipulacdo eo de resultados falso-positivos
por contaminagdo durante o processamento. Exisw@m gistemas de PCR em
tempo real, ambos baseados na deteccdo e quapdidicde sequencias-alvo
fluorescentes detectadas a cada ciclo de ampéficalp acido nucleico: SYBR
Greeff e Tagmafi. O primeiro realiza a deteccdo e quantificacdaluea fita de
DNA amplificada, na qual a molécula fluorescenteansere. No sistema Tagman,
mais especifico do que o anterior, empregam-seepsim sondas, as quais emitem

fluorescéncia ao hibridizarem com a sequéncia-alanias plataformas de PCR em
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tempo real estdo comercialmente disponiveis, didlerem termos de capacidade de
amostras analisadas simultaneamente e métodos acér [(aser e filtros)
(Domiati-Saad e Scheuermann, 2006).

O método baseia-se nos mesmos principios da reEc&LTCR convencional,
somado a deteccdo de produtos amplificados porasofidorescentes. Assim,
associa-se uma maquina cicladora de temperatuf@ (@@vencional) a um sistema
informatizado capaz de detectar a fluorescéncidigdanpelos produtos da PCR.
Quanto maior a quantidade de produto formado, maifluorescéncia emitida e
detectada pelo sistema. Comparando-se o0 numer@ @eatciclos em que o0s
produtos amplificados se acumulam, em relagdo aamtrole conhecido, 0 método
de PCR em tempo real permite quantificar o namezopdrticulas de DNA
inicialmente presentes na reagdo, 0 que possuidgraplicabilidade pratica,
especialmente no monitoramento de infec¢des vi@igempo requerido para a
emissao do resultado final (ai incluidos extragd®NA/RNA a partir do espécime
clinico, realizacdo da PCR e detec¢do dos produtgsificados) é em geral menor
do que 4 horas, a partir do recebimento da amdssta.tempo é consideravelmente
menor do que aquele requerido por métodos tradigotde PCR, além de haver
acréscimo na sensibilidade. Diferentemente dos doétanteriores de PCR, a PCR
em tempo real permite visualizar a reagcdo no mamnent que a mesma ocorre
(Yang e Rothman, 2004; Espy e cols., 2006; Gursaols., 2006).

Desta forma, esta metodologia de PCR em temp@ezalite resultados mais
rapidos e fidedignos, expressando a quantificab&olata de carga viral na amostra
analisada. Trata-se do método molecular mais adegpara o diagndstico de
infecgdo ativa e acompanhamento do tratamento ity oshikawa e Asano,

2000; Lautenschlager e cols., 2000). Todavia, édmental que se utilizem testes
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padronizados e validados, empregando-se metodolaganan, uma vez que 0S
resultados podem ser demasiadamente discrepantpsangficacdo da carga viral
em amostras clinicas. Isto compromete a interpietatinica, especialmente por
tratar-se de um virus cuja sintomatologia podéeser e/ou inespecifica, porém com

importancia epidemiolégica em populacao imunodejpianiFlamand e cols., 2008).

1.3.9.4 Antigenemia

A técnica de antigenemia pode ser usada para amdltgo de todos os
membros da familia betaherpesvirus, ou seja, CMWHVis e HHV-7
(Launtenschager e cols., 2002). No Brasil, a técd& antigenemia para diagnéstico
de infeccbes pelos herpesvirus foi iniciada peloMCiw inicio da década de 90,
empregando o meétodo originalmente descrito por Ban Bij em 1988, sendo a
Unica até hoje realizada de forma rotineira (Vam Big e Speich, 2001; Deboni,
2001; Schroeder, 2003; Schroeder e cols., 2@0®entificacdo de antigenos virais
por esta metodologia em sangue periférico conglete3 etapas: a) isolamento
celular de leucdcitos de sangue periférico; b) iomatoracdo em laminas de
microscopia, utilizando anticorpo monoclonal primde c) leitura através de
microscopia Optica (imunoperoxidase) ou de flucggas@a (imunofluorescéncia)
(Schroeder e cols., 2009).

A antigenemia é um teste quantitativo que informadmero de células
mononucleares circulantes com replicacdo viralgmes na amostra analisada. O
resultado permite o diagnostico de infeccdo ativane valor progndstico para o
desenvolvimento de doenca em pacientes de riscamEmétodo sensivel e
especifico, devendo ser analisado em até 8 homds apolheita, para que nao

ocorra diminuicdo da sensibilidade. Este é um tedtemente dependente da
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capacitacao técnica especifica. Em pacientes cocopenia grave a técnica torna-
se inviavel, sendo indicados os meéetodos moleculpega a quantificacdo viral
(Boeckh e Boivin, 1998).

Na antigenemia para o HHV-6, emprega-se a técradmdnoperoxidase, que
€ laboriosa e pouco reprodutivel. Utilizam-se @duhononucleares separadas por
gradiente de densidadé-i¢col-hypaque) e um anticorpo monoclonal primario
especifico (MAB8533 e MAB8536) dirigida contra urpeoteina de 37KDa do
HHV-6 e de 101 KDa especifica do HHV-6 varianter&pectivamente. Aplica-se
um anticorpo secundario marcado com peroxidaseosamevelacdo pelo 3-amino-
9-etil-carbazol, usando a hematoxilina de Mayea @acoloracéo de fundo. Quando
se observam as laminas ao microscopio, verifica-sgositividade das células
marcadas (positivas para HHV-6 com replicacdo) @peesentam coloracao

avermelhada (Lautenschlager e cols., 2000).

1.3.10 HHV-6 e Tratamento

As infec¢gbes em criangas imunocompetentes saolienitadas, prescindindo
de tratamento especifico. Todavia, esta infeccapasientes imunocomprometidos
pode representar risco de morte se nao tratadauad@emente. Nenhum ensaio
clinico com terapia antiviral para controle dasagbes por HHV-&m populacao
de riscofoi realizado. As drogas usadas clinicamente sdoessnas empregadas no
tratamento de infecgbes por CMV, tais como ganeicleidofivir ou foscarnet e,
em doencas leves, o aciclovir (De Bolle e cols0520

O ganciclovir e o foscarnet, os mais estudadospamasados em pacientes
transplantados de figado, induzem melhora do quadiico e decréscimo

significativo da carga viral do HHV-6, assim conmaltros herpesvirus (Mendez e
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cols., 2001; Abdel-Haqg e Asmar, 2004).

Considerando-se a alta morbidade das infec¢dds einaimunossuprimidos e
que o Laboratério de Imunologia de Transplantes sesvicos de transplantes da
Santa Casa de Porto Alegre possuem vasta experi@cn o diagndstico e
tratamento precoces de infecgbes por CMV (Schroedssls., 1999; Schroeder e
cols., 2004; Schroeder e cols., 2005, Schroedasle, 2007; Schroeder e cols.,
2009), entende-se necesséaria a ampliacdo do espiagnostico destas infecgdes.
Outros herpesvirus, como o HHV-6, a semelhancaMy,(podem eventualmente
apresentar alta prevaléncia, fazendo-se necesaudaliar a importancia de sua

monitorizagdo continuada a partir do inicio da imasupressao.
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3. Objetivos

3.1 Geral:
Avaliar o perfil das infeccbes precoces por HHVpos0 transplante renal e a

sua associacao com infeccao ativa por CMV e conbicade pos-transplante.

3.2 Especificos:
3.2.1 Determinar a prevaléncia de infeccao latgrae HHV-6 no momento pré-
transplante renal no par doador-receptor.
3.2.2 Determinar a incidéncia de infeccdo ativée(igdo primaria e reativacao) por
HHV-6 nas primeiras 6 semanas pos-transplante.renal
3.2.3 Avaliar o risco de viremia por HHV-6 confornoepadrédo soroldgico pré-
transplante.
3.2.4 Determinar a incidéncia de infec¢éo ativagmbos os virus (HHV-6 e CMV),
isolados ou associados, nos primeiros 3 mesegaasptante renal.
3.2.5 Analisar a associacdo entre a ocorrénciafdegéo ativa precoce por HHV-6 e
0 desenvolvimento posterior de:

a) infeccédo ativa por CMV;

b) doenca por CMV (DCMV);

c) gravidade da DCMV: antigenemia méaxima e durag@dratamento com
ganciclovir endovenoso.
3.2.6 Analisar a associacédo entre a infecgao ateeoce por HHV-6 e a morbidade
pos-transplante, avaliada através de:

a) ocorréncia de infec¢des (ndo-HHV-6 e ndo-CM¥Y) primeiro ano pos-

transplante;



b) ocorréncia de infec¢des bacterianas no prinagimpds-transplante;

c) ocorréncia de infec¢des virais no primeiro pas-transplante;

d) ocorréncia de infecgdes fangicas no primeim @@s-transplante;

€) numero de interna¢des no primeiro ano posittante;

f) duracdo da primeira internacao hospitalar (giaudo transplante, dias);
h) dias de internag@o nos primeiros 6 meses pasiitante;

i) dias de internacdo no primeiro ano pos-tramgpla

j) funcéo renal medida pela creatinina séric&, B, e 12 meses;

) perda do enxerto;

m) Obito.

33



34

4. ARTIGO CIENTIFICO 1

4.1 EM INGLES

Pre-transplant HHV-6 Latent Infection does not Predct Risk related

to the CMV Disease after Kidney Transplantation

R. Schroed' ®.ab 1 Michelo, J Silveira, Gabriela Garbifi, Luiza Assmanfi,

Dario Brum®, V. Garcid, J. Neumanhand E. Keitél®

& Pathology Post-Graduation Program — Universidamtkefal de Ciéncias da Salde
de Porto Alegre
P Transplant Immunology Laboratory; Kidney Transpl@ervice; Blood Bank Unit —

Santa Casa Hospital - Porto Alegre, Rio GrandeupB3azil

ARTIGO ACEITO PARA PUBLICACAO:

No periddico Transplantation Proccedings



35

Pre-transplant HHV-6 Latent Infection does not Predct Risk related to the
CMV Disease after Kidney Transplantation

R. Schroed' ®.ab 1 Michelo, J Silveira, Gabriela Garbifi, Luiza Assmanfi,
Dario Brum® V. Garcid, J. Neumanhand E. Keitel?

& Pathology Post-Graduation Program — Universidamkefal de Ciéncias da Salde
de Porto Alegre
® Transplant Immunology Laboratory; Kidney Transpl@ervice; Blood Bank Unit —
Santa Casa Hospital - Porto Alegre, Rio GrandeudpB3azil

Funding Source: Coordenacdo de Aperfeicoamento edsddl de Nivel Superior

(CAPES).

Address reprint requests to Regina Schroeder,

Transplant Immunology Laboratory — Santa Casa HalspgDom Vicente Scherer
Building.

Av Independencia 75, Porto Alegre, RS, CEP-94035-Brazil.

E-mail: regina@santacasa.tche.br

Key Words: kidney transplant; cytomegalovirus, human herpesviype 6, virus
infection, diagnosis.



36

Abstract

The aims of this study were to determine the pmadplant seroprevalence of CMV
and HHV-6 among controls and kidney transplantpieats, and to analyze the
association between both latent infections with GiM$ease occurrence and severity
after transplantation. IgG-anti-CMV (Roche, USAdaanti-HHV-6 (Pambio, USA)
were analyzed by ELISA in the available sera of tldRor-recipient pairs. As an
additional control-group, sera from blood donorsevalso tested for IgG-anti-HHV-
6 (BD; n=64). Recipients were followed by pp65 CMktigenemia from%@to 12"
weeks after transplantation (APAAP immunocytochahiBiotest, Germany). CMV
disease (DCMV) was defined as the simultaneoudipesantigenemia and presence
of clinical signs/symptoms. IgG-anti-HHV-6 was ddezl in 83.6% (102/122) of
patients, 59.6% (34/57) of the kidney donors (KDJ &8.7% (44/64) of the BD
(Controls: KD+BD; P=0.000, OR=4.0[2.0-8.0]). CMV@gwas detected in 93.4%
(114/122) of the recipients and 90.2% (46/51) &f KD (P=0.529). There was no
association between both virus infection beforagpdantation (cases: P=0.205; KD:
P=0.115). DCMV occurred in 30.8% of the kidney psents (36/117; 5 losses of
follow-up in the ®' month), with a higher incidence among CMV IgG-rtega
patients (71.4% x 28.2%, P=0.028, OR=2.5[1.4-4 MBgative and positive-HHV-6
patients had the same DCMV incidence (P=0.999) semkrity (P=0.913) after
transplantation. There was a high prevalence eftanfection by CMV and HHV-6
in kidney recipients and a sample of general Bia@zipopulation. Recipients had
higher prevalence of HHV-6 infection before tramspation. Contrary to that
observed for CMV, lacking IgG anti-HHV-6 had nonitial impact for DCMV

thereatfter.
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Introduction

Viral infection is a major cause of morbidity afteansplantation. Cytomegalovirus
(CMV) disease is the commonest concerning the @mad and clinical expertise in
transplant centers all over the world. HHV-6 is thieo Herpesviridae member,
sharing the main characteristics with CMV. The mogtortant is their potential for
latency establishment in blood cells, with readtora under immunosuppressant
conditions'??3

Recently, some authors have reported that HHV-6@d co-infections can cause
a more severe viral disease and increase the orskther opportunistic infections
after transplantation. The general HHV-6 seropmwveg is variable, ranging from
20% in Marrocos to more than 90% in urban centerdrazilian northeastern area
this prevalence is around 78%. There is a lacktofliss in immunossuppressed
populations:®*

The aims of this study were to determine the pmadplant seroprevalence of CMV
and HHV-6 among controls and kidney transplant piecits, and analyze the
association between both latent infections with CM$ease occurrence and severity

after transplantation.

Methods

IgG anti-CMV (Roche, USA) and anti-HHV-6 (PambioSHA) were analyzed by
ELISA in the available sera of 122 donor-recipipairs. As an additional control
group, sera from blood donors were also testedld@r anti-HHV-6 (BD; n=64).
Recipients were followed by pp65 CMV antigenemifarrfréfh to 12" weeks after

transplantation (APAAP immunocytochemical; Biote&ermany). CMV disease
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(DCMV) was defined as simultaneous positive antgeia and clinical
signs/symptoms. The severity of the DCMV was eualdiaby the maximum
antigenemia observed during the follow-up.

Chi-square, Fisher exact, Student t and/or Manntielgi tests were applied as
recommended, being significant P valugs05. Odds Ratio and 95% Confidence
Intervals were calculated using the StatisticalkBge for Social Sciences, 14.0

version.

Results

In this series, transplant recipients were oldantkhontrols (40.3#3.3 x 35.9%1.9
years old; P=0,007). IgG anti-HHV-6 was detected8®6% (102/122) of the
patients, 59.6% (34/57) of the kidney donors (KD &8.7% (44/64) of the BD
(Controls: KD+BD; P=0.000, OR=4.0[2.0-8.0]). lgG-NF6 had no association with
recipient’s mean age (P=0.281). CMV-IgG was dete1e93.4% (114/122) of the
recipients and 90.2% (46/51) of the KD (P=0.52%efE was no association between
both viruses before transplantation (cases: P=0RD5P=0.115).

DCMV occurred in 30.8% of the kidney recipients /(867; 5 losses during the'1l
month), with a maximum 64 +cellsAgranulocytes. CMV IgG-negative patients had
a higher prevalence of DCMV (71.4% x 28.2%, P=0,02B=2.5[1.4-4.4]). Negative
and positive-HHV-6 patients had the same DCMV ieock after transplantation
(30.8% x 29.9%, P=0.999). Highest antigenemia dutine follow-up was also

similar between negative and positive IgG-HHV-6pants (P=0.913).
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Discussion

Laboratory and epidemiological data related to kigV-6 infection are largely
variable among different populations. Despite theical importance of the active
infection after transplantation are not clear, ¢hare reports ranging its incidence
from 14% to 8294:*° This virus reaches its peak of reactivation dutimgfirst four
weeks post-transplantation. The most severe maaiiess related to the HHV-6
infection in these patients include encephalitidenstitial pneumonia and aplastic
anemia. However, all these pictures are not comyncsgen after kidney
transplantation, being the CMV infection the momgqgliently viral complication
observed worldwide!>°

Recently, CMV and HHV-6 co-infection has gainedeation, mainly focused on
unusual manifestations associated with CMV reatitmwa its slow decreasing under
regular ganciclovir treatment or even late recureenf the active infection. It is
probable that a quantitative molecular approacinduhe risk period may elucidate
the HHV-6 role after transplantation, even thoughds not the aim of this study:

In conclusion, there was a high prevalence of ta@vV and HHV-6 infections in
kidney recipients and in the studied sample of geeeral Brazilian population.
Despite the higher prevalence of HHV-6 infectionoag kidney recipients before
transplantation, it did not show any clinical impaoncerning the risk and severity of
DCMV thereafter. The opposite was seen among netgbients without preformed

IlgG anti-CMV.
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Resumo

Os objetivos deste estudo foram determinar a sevaf@ncia pré-transplante para o
CMV e HHV-6 entre controles e receptores de trargpl de rim, e analisar a
associagdo entre ambas as infec¢des latentes doenga por CMV (DCMV) apés o
transplante. IgG anti-CMV (Roche, EUA) e anti-HHV{Pambio, EUA) foram
analisadas por ELISA no soro disponivel de 122 spdmador-receptor. Um grupo
controle adicional com doadores de banco de sdogtestado para IgG anti-HHV-6
(BS; n=64). Os receptores foram acompanhados pgmeaemia pp65 para o CMV
entre a 4e a 12 semanas pés-transplante por imunoistoquimica (APARiotest,
Alemanha). DCMV foi definida como antigenemia pesitna presenca de sinais e/ou
sintomas clinicos. 1gG anti-HHV-6 foi detectada 8&)6% (102/122) dos pacientes,
59,6% (34/57) dos doadores de rim (DR) e 68,7%6#4Hos BS (Controles:
DR+BS, P=0,001, OR=4,0[2,0-8,0]). IgG anti-CMV faletectada em 93,4%
(114/122) dos receptores e 90,2% (46/51) dos DR,@28). Nao houve associagao
entre a infeccdo por ambos os virus antes do teartep(casos: P=0,205; DR:
P=0,115). DCMV ocorreu em 30,8% dos receptoresl(38/5 perdas de seguimento
no 1 més), com maior incidéncia entre IgG anti-Cki&gativos (71,4% x 28,2%,
P=0,028, OR=2,5[1,4-4,4]). Pacientes negativos esitipgos para HHV-6
apresentaram incidéncia (P=0,999) e gravidade @B3p,da DCMV semelhantes
apos o transplante. A prevaléncia de infeccao tatpor CMV e por HHV-6 foi
elevada em receptores de rim antes do transplam@&sga amostra da populacao
brasileira, sendo o HHV-6 mais frequente entre exeptores. Ao contrario do
observado com o CMV, a auséncia de IgG anti-HHVa6 teve impacto sobre o

risco de DCMV posterior.
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Introducao

Infeccdo viral € uma das principais causas de idade apos o transplante.
Doenca por citomegalovirus (CMV) € a mais comummsierando-se a sua alta
incidéncia e a vasta experiéncia clinica com egec¢ao nos centros de transplante do
mundo todo. HHV-6 é outro membro da familiarpesviridae, compartilhando as
principais caracteristicas ja conhecidas para o CEhtre elas, a mais importante é o

seu potencial para o estabelecimento de laténciacémas sanguineas, podendo
reativar sob condicdes de imunossupre$so.

Recentemente, alguns autores tém descrito quadrdsfeccao viral mais
grave e aumento do risco de infecgBes oportunesasciados a co-infec¢do por
CMV mais HHV-6 apds o transplante. A soroprevalérmudr HHV-6 na populacéo
em geral é varidvel, sendo tdo baixa quanto 20%sodo do Marrocos e maior do
que 90% em diversos centros urbanos. No Brasiljdestealizado no nordeste
registra prevaléncia ao redor de 78%. N&o ha estwldo soroprevaléncia desta
infeccéo viral em populagées imunodeprimittas.

Os objetivos deste estudo foram determinar a sevaf@ncia pré-transplante
da infeccéo por CMV e por HHV-6 entre os contraess receptores de transplante
renal, além de analisar a associacdo entre amhbiafeaegdes latentes com a doenca

por CMV (DCMV) apés o transplante.

Métodos
IgG anti-CMV (Roche, EUA) e anti-HHV-6 (Pambio, EJforam analisadas

por método de ensaio imunoenzimatico (ELISA) noosdisponivel de 122 pares
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doador-receptor. Um grupo controle adicional, repnéado por doadores de banco de
sangue, também foi testado para IgG anti-HHV-6 (B%4). ApGs o transplante, os
receptores foram acompanhados para o risco dec@depor CMV através da
realizacdo da antigenemia pp65, por método de imtaguimica (APAAP, Biotest,
Alemanha), entre a®4 a 12 semanas pos-transplante. DCMV foi definida como a
presenca de antigenemia positiva na vigéncia daissia/ou sintomas clinicos
sugestivos da infecgdo. A gravidade da DCMV foiliada através do numero
maximo de células positivas no teste da antigeneobaervada durante o
acompanhamento.

Os testes do Qui-quadrado, Exato de Fisher, t ageSt e/ouMann-Whitney
foram empregados, conforme recomendado, sendofisgjivios os valores de P
<0,05.0dds ratio (OR) e intervalo de confianca de 95% (IC95%) foreatculados

através do progranfaatistical Package for Social Sciences, versao 14.0.

Resultados
Nesta série, a média de idade dos receptores depkaate renal foi mais

elevada do que a dos controles (40388 x 35,911,9 anos; P=0,007). IgG anti-
HHV-6 foi detectada em 83,6% (102/122) destes péese em 59,6% (34/57) dos
doadores de rim (DR) e em 68,7% (44/64) dos BS tfClms: DR+BS; P=0,001,

OR=4,0[2,0-8,0]). Ndo houve associacdo entre a anddi idade do receptor e a
presenca de IgG anti-HHV-6 (P=0,281). IgG anti-CMty detectada em 93,4%
(114/122) dos receptores e em 90,2% (46/51) dos (P&),529). Nao houve

associacdo entre as duas infec¢Bes latentes peplamate (casos: P=0,205; DR:

P=0,115).
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DCMV ocorreu em 30,8% dos receptores renais (36Apérdas no primeiro
més), com mediana de antigenemia maxima de 64asé#tllGgranuldcitos. Pacientes
transplantados com IgG anti-CMV negativa apresantamaior incidéncia de
DCMV (71,4% x 28,2%, P=0,028, OR=2,5[1,4-4,4]). Acidéncia de DCMV foi
semelhante entre os pacientes negativos e posipaos IgG anti-HHV-6 pré-
transplante renal (30,8% x 29,9%, P=0,999), assimoca antigenemia maxima

atingida ao longo do acompanhamento (P=0,913).

Discussao

Dados epidemiologicos e laboratoriais relacionagldsfeccao pelo HHV-6
sdo altamente variaveis entre as diferentes popedagstudadas. Apesar de a
importancia clinica da infec¢do ativa por essesvapos o transplante ainda ndo ser
clara, a sua incidéncia pode variar 14% a 83%0 HHV-6 atinge seu pico de
reativacdo durante as primeiras quatro semanasrgisplante. As manifestacdes
mais graves relacionadas a infeccdo poés-transplpote esse agente incluem
encefalite, pneumonia intersticial e anemia aplastEntretanto, tais manifestacées
clinicas sdo incomuns apds o transplante renaldosen infeccdo por CMV a
complicacéo viral mais frequentemente observad&éodmo mundo?>*®

Recentemente, a co-infeccdo por CMV e HHV-6 tenpekdado interesse
clinico, principalmente por ocasido de manifestacdecomuns associadas a
reativacdo do CMV, casos de resolucao lenta dagatesob terapia com ganciclovir,
bem como diante da ocorréncia de infeccdo ativdistgyor CMV. E provavel que
uma abordagem molecular quantitativa durante amg@erde risco para as respectivas

infecgBes virais possam auxiliar no entendimento papel do HHV-6 apds o

transplante, embora esse néo tenha sido o objiiypsesente estudd:®
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Em conclusédo, infeccao latente por HHV-6 e por CM&0 altamente
prevalentes em receptores de transplante renal,cbem na amostra da populacdo
brasileira higida estudada como controle. Apesamdar prevaléncia de infeccéo
latente por HHV-6 entre os receptores de transpldatrim, a mesma ndo modificou
0 risco e nem a gravidade da DCMV apéds o transplddtcontrario foi observado

entre os receptores de rim sem IgG anti-CMV préfata.
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Abstract

Introduction: Herpesvirus type 6 (HHV-6) has been associated miorbidity and
mortality after liver transplantation, as well asis known for cytomegalovirus
(CMV) in transplants of different organs and tissu€he frequency and importance
of latent and active infection by HHV-6 in earlydkiey transplantation need to be
elucidated.

Objective: The aim of this study was to determine the HH¥eBoprevalence among
donor-recipient pairs, analyze the incidence oflyeactive infection, its clinical
manifestation, interaction with CMV and the relatadrbidity in the first year after
kidney transplantation.

Patients and Methods: There were studied 46 donor-recipient pairs, tret 1gG
researched before transplantion by ELISA: HHV-6 niBep, USA) and CMV
(Roche, USA). A frozen whole blood sample weekljlezted (from £ to 6") was
retrospectively tested for HHV-6 viral load (VL) tdemination by real time
guantitative PCR (gPCR; Nanogen, lItaly). Patienesewpreemptively surveyed for
CMV by pp65 antigenemia (Ag; APAARnmunohistochemistryBiotest, Germany)
from 4" to 12" weeks after transplantation. Active infection vadined as qPCR-
HHV6+ (viral load/ml; VL) and Ag+ (+cells/Tgranulocytes), for HHV-6 and CMV,
respectively. DCMV was defined as simultaneous tp@si antigenemia and
suggestive signs/symptoms. Concerning +gPCR-HHW¥8p@ated factors, clinical
manifestation, interaction with CMV and morbidityere searched. Statistical
Package for Social Sciences was applied for chasguwith Yates correction or
Fisher’s exact, Student’s test or Mann-Whitney0.8x was considered significant,
being described the respective relative risk (RRYl &5% confidence interval

(95%Cl).
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Results Pre-transplant HHV-6 seroprevalence was sigmtiga higher among

kidney recipients compared to their donors (82%4:8%; P=0.005 [3.9(1.4-10.4)]).
Active infection by this virus occurred in 26.1%2(46), with no association with
previous IgG (P=0.412). Median VL was 125 copieq/63-11.264), and the median
Ag was 21+cells (2-740). There was no associatietwéen HHV-6 and CMV

activation after transplantation (P=0.441), neitltencerning DCMV (P=0.596).

Median highest Ag+ and days of ganciclovir wereilsinbetween gPCR-HHV6 + or
— (P=0.206 and P=0.124, respectively). gPCR-HHVGas vassociated with higher
incidence of bacterial (P=0.009) and fungal (P=0)06afections, and higher number
(P=0.001) of hospital admission and longer lastingng the first 6 and 12 months
post-transplantation (P=0.033 and P=0.001, respyg}i

Conclusion: Latent HHV-6 infection is commoner among recipgemhan donors

before kidney transplantation. Early active infenti by this pathogen after
transplantation does not increase DCMV incidencesevrerity during the first 3

months of follow-up. However, early HHV-6 replicati is associated with other

infections and hospitalizations in the first yeaspkidney transplantation.
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Introduction

Viral infections are one of the major causes afrlmdity and mortality after
organ and tissue transplants. Besides the eti@bggent, the risk of a viral infection
depends on the pathogen epidemiology and host sunityn Because transplants
imply the use of immunosuppressant drugs for angidjraft rejection, the diagnosis
of a viral infection relies on its kinetics andmetial suspicion, frequently before
signs/symptoms. One of the most studied familiesifs in transplantation is the
Herpesviridae, which comprehends eight different viruses. Thgontg of them is
highly prevalent in general population and showsamunomodulatory effect:

The deleterious role of the Cytomegalovirus (CMWeratransplantation is
well recognized, being its active replication sysidically searched. At the
beginning, this active infection was associatedwigh mortality and morbidity*°
These were the reasons that brought about thentyractice of early diagnosis and
treatment in risk populations. Nowadays, the matpiaind cost related to the specific
antiviral treatment are still major concerns. Irdiéidn, late recurrences of CMV,
slow decrease of viral replication rate or evengdresistance have concerned
clinicians**™*°

CMV replication has been surveyed after kidneynkitpancreas, lung, liver,
heart and hematopoietic stem cell transplantationoider to avoid end-organ
diseas€:***>?!|n our hospital, preemptive strategy for CMV wasdduced in 1993
using antigenemia (Ag) from™to 12" weeks post-solid organ transplantation and
whenever under clinical suspicion. Based on tlis,dumulative incidence of CMV
disease (CMVD) in the first 3 months among kidnegipients has ranged from 27-

38%, and severe cases have not been freqiiént.
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Nevertheless, sporadic patients spending more Biamlays of intravenous
ganciclovir, cases with low cellularity on Ag showgi signs/symptoms, and,
sometimes, unusual clinical manifestations foreydt being surveyed preemptively
(as severe bone marrow suppression or central ngrsystems involvement) can be
seen. These observations brought the hypothesis dhiger viral agent could be
implicated, as HHV-6, which has also a known immundulatory
potentig|t=" 182223

HHV-6, as other Herpesvirus, can remain latent mist’s cells and reactivate
as soon as the immunossuppression starts. Usweasl f&it latency after primary
infection include salivary glands, limph nodes, mauclear cells, and liver and renal
parenchym&. Clinically, HHV-6 causes a mononucleosis-like synde,
lymphadenopathy, hepatitis, bone marrow suppressierstitial pneumonitis and
severe focal encephalitis, well-reported in livansplant recipients’®

Concerning that epidemiology and clinical role bé tlatent and early-active
HHV-6 infection after kidney transplantation aret mtear, we designed this study.
The purpose was to determine HHV-6 seroprevalencgonor-recipient pairs, the
incidence of early viral replication after kidnemansplant, its clinical repercussion,

interaction with CMV and association with morbididuring the first year after

transplantation.

Patients and Methods
This was a cohort study which included all theuladkidney transplants
performed between April and September/2002 in diatgr hospital, national

reference for transplants (N=46).
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There were analyzed donor’s and recipient’s seyplagllected before
transplantation, for latent infection determinatiodHV-6 active infection was
described as viral load (VL) measured by real timp@ntitative polymerase chain
reaction (qPCR-HHV6) in peripheral blood collecteetween T and 6" weeks and
frozen -80C.

Patients were surveyed preemptively, as routinty sarial CMV-Ag from il
to 12" weeks post-transplantation. Intravenous Ganciclwais used prophylacticaly
during 14 days in CMV-IgG negative recipients (n=@MV active infection was
defined as CMV-Ag+, and CMVD was an increasing amber of +cells on Ag
combined with signs/symptoms. Treatment was alsfopeed using intravenous
Ganciclovir for 14 days or more, until Ag becamegateve.

Donor and recipient’s demographic data (age andieggrand transplant
characters (donor source, isolated kidney/ simatitas pancreas-kidney, cold
ischemia time, initial immunosuppression, inductitrerapy and delayed graft
function) were analyzed. Delayed graft function wedined as the necessity for
dialysis in the first week post-transplantation.

Clinical and laboratorial signs studied that cobkl associated with HHV-6
included: total leukocytes and lymphocyte®-61' weeks), liver enzymes (aspartate-
and piruvate-amminotransferases-12" weeks). Serum creatinine levels were
evaluated as a graft function markef-(2" weeks, monthly until ® month and
annually until 4 year). Morbidity in the first year was evaluated biopsy-proven
acute graft rejection, development of other infaw$i (hon-HHV-6 and non-CMV),
hospital admission (humber and lasting), and dos$ and death. Information was

taken from medical records.
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Variables described above were compared, quaktaivd quantitatively, as
indicated, between patients who developed HHV-8/@dhfection (+gPCR-HHV6)
and those who remained negative for this virusortier to avoid a bias due to CMV
infection, all comparisons were performed betweesitive and negative patients, as
follow: a) HHV-6 active infection (QPCR-HHV6+), MV active infection (CMV-
Ag+) and c) active infection by both viruses (QPERV6 + CMV-Ag+) after
transplantation, each one analyzed during its migkk period.

For the study of HHV-6 latent and early replicatieffects upon CMV
infection thereafter, there were analyzed the failhg associations: a) incidence of
CMV active infection, b) incidence of CMVD and cMVD severity (highest Ag+
and days of Ganciclovir treatment).

This study was approved by the institutional etlsiesimittee, and all patients

assigned an informed consent to be included.

HHV-6 and CMV Serology

Immunoenzimatic test (ELISA) for specific IgG wasrformed in the sera of
all donor-recipient pairs collected before the $@ant, either for HHV-6 (Pambio,
USA) and CMV (Roche, USA). Inconclusive results eveepeated, and the ones
remained undetermined were excluded from the aisalgs this factor (inconclusive

HHV6-IgG: n=4 donors).

CMV pp65 Antigenemia (CMV-AQ)
Antigenemia was performed in blood samples coltectdgth EDTA by
immunohistochemistry method after granulocyte isota A monoclonal antibody

(C10/C11) directed against pp65 CMV matrix protwees applied (APAAP- Biotest-
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Germany). This test gives a quantitative resuttidating the number of positive cells

which represent those with viral replication (+s&F granulocytes).

HHV-6 Quantitative Real Time PCR (qPCR-HHV6)

HHV-6 VL was determined by qPCR using DNA extract{éavisorb, Spin
Blood Mini kit, Invitek, Germany) from whole bloodollected with EDTA. A
commercial kit for HHV-6 (HHV-6Q-PCR Alert AmpliMIX, Nanogen, lItaly) was
applied in a ABI Applied Biosystems 7300 equipmenhis test is a multiplex
reaction, including an internal control (humpsglobin gene) being simultaneously
amplified with the HHV-6 ORF13R region as targktis region is common for both
variants of HHV-6 (A and B). The standard-curve Ffaur known quantitative points
of VL (10% 10°, 10, 10°), allowing a precise quantification of the initgdmple VL.
The limit for detection is 40 copies/reaction. Thvided software for analysis
shows the following results: a) negative, b) <2@0pies/ml and c) absolute number
of copies when it is 2000 copies/ml. For the purposes of this study,fthlewing
formula was applied to determine absolute numbecagfies in positive samples
showing VL<2000 copies/ml: cN (initial copy numbarthe sample) = Fe (unit for
VL description in the sample; 1ml) x eE (extractimethod equivalent efficiency;
1/1,0=1) x Fa (extracted and amplified DNA volunagia; 200ul/5u1=40) x number

of copies (VL obtained in the reaction).

Statistical Analysis
Variables were described as percentage, meantandiasd deviation (SD) or
median. Chi-square with Yates correction or Fish@xact and Student’s t test or

Mann-Whitney were applied, as indicated, usiggtistical Package for Social
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Siences (SPSS 14.0). P<0.05 was considered significant, being describeel th

respective relative risk (RR) and 95% confidenderiral (95%CI).

Results

Pre-transplant HHV-6 and/or CMV latent infection

Prevalence of HHV-6 latent infection was sigrafily higher among
recipients than donors (Recipients: 82.6% [38/46]Drnors: 54.8% [23/42],
respectively; P=0.005; RR=3.9[1.4-10.4]). CMV-Ig@ragprevalence was similar
between them at the time of transplantation (Reaotst 93.5% [43/46] x Donors:

84.89% [39/46]; P=0.315).

Post-transplant HHV-6 and/or CMV active infection

HHV-6 active infection occurred in 26.1% (12/46)tbé recipients during the
first six weeks of transplantation. Primary infectiwas seen in 37.5% (3/8) of the
HHV-6-1gG negative, and reactivation and/or reitif@t in 23.7% (9/38) of the IgG+
patients (P=0.412). Median VL was 125 copies/ml-13364), mostly showing
<2000 copies/ml (83.3% [10/12]). HHV-6 latent infiea did not change
significantly the incidence of: a) HHV-6 active a@afion (IgG+: 23,7% [9/38] x 1gG-:
37,5% [3/8]; P=0,412); b) CMV active infection (HH¥/IgG+: 76.0% [29/38] x IgG-
: 75.0% [6/8]; P=0.999) and c) CMVD (HHV-6 IgG+: 0% [16/38] x 1gG-: 50.0%
[4/8]; P=0.713).

There was also no association between early actplecation of HHV-6 and
later CMV-Ag+ (QPCR+: 66.7% [8/12] x qPCR-: 79.027[34]; P=0.441) or CMVD

(qPCR+: 50.0% [6/12] x qPCR-: 41.2% [14/34]; P=@&pHighest CMV-Ag+ was
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also not associated with HHV-6 active infection,itmer among patients who
developed CMVD (gqPCR+: 93[6-600] x gqPCR-: 53[15]Alls; P=0.857) nor
among who did not (QPCR+: 7[3-11] x gPCR-: 5[2-1&Hs; P=0.387). The mean
duration time of Ganciclovir treatment for CMVD wsinilar between patients who
previously had + or - gPCR-HHV6 respectively (1&83+x 15.58.0 days; P=0.124).

CMV viremia occurred in 76.1% (35/46) of the reeipis. All 3 patients
transplanted with CMV-IgG negative needed additio@anciclovir treatment,
despite the intravenous prophylaxis performed durthe first 14 days post-
transplantation with the same drug. Among CMV-Ig@atients, 74.4% (32/43)
developed Ag+ (IgG-:100.0% x IgG+:74.4%; P=0.99@MVD occurred in 43.5%
(20/46), being 100.0% among who had primary infectand 39.5% among those
who reactivated and/or had reinfection after tréargation (IgG-:3/3 x IgG+: 17/43;
P=0.075). Median highest Ag+ was 21 +cells (2-74@ing 65+cells (6-740) and
5+cells (2-12) among patients with or without CMMBspectively (P=0.001).

Active infection by both viruses occurred in 17.48646) of the recipients
during the first 3 months. Additional 58.7% (n=23)the sample had only CMV-
Ag+, 15.2% (n=7) became always negative for batk, &7% (n=4) had only gPCR-
HHVG6+.

Figure 1 shows the time of the first evidence ahlreplication during the
first 12 weeks of kidney transplantation, accordioghe protocol used in this study.
The majority of them were observed in the first deks of risk-period considered for
each virus: HHV-6 until % week (9/12; 75.0%) and CMV from™4to 8" weeks

(33/35; 94.2%).
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Associated factors with active viral replication afer transplantation

Table 1 presents the general transplant charaoterignd their association
with active infection by HHV-6, CMV or both afterdney transplant. Mean age was
similar between positive or negative qPCR-HHV6 maftensplantation (qPCR+:
32.7#13.9 x qPCR-: 39.1%#3.7; P=0.178), and also between double positivé&/HH
6+CMV along the first weeks than the others (+:38316 x -:37.244.2; P=0.836).
CMV-Ag positivity occurred more frequently amongdet patients at the time of
transplantation (Ag+:40.488.7 x Ag-:28.010.0; P=0.008). Gender (male 23/46,
50.0%) and cold ischemia time (216% hours[12.2-36.0]) were not different
between patients + or — for HHV-6, CMV or both ictiens (dada not shown). Donor
source, kidney or simultaneous pancreas-kidneysplant, induction therapy and
delayed graft function were not associated with H6{VCMV or both viral
replications during the follow-up.

The distribution of different combination of drugdor initial
immunosuppression was not different between patievith our without active
infection by HHV-6, CMV or both. However, mofetilyoofenolate (MMF) seemed
to be more frequently associated with the CMV kgilon thereafter (P=0.032;

RR=2.5[0.9-6.7]).

Clinical outcomes related to the post-transplant atve infections by
HHV-6, CMV or both

Laboratory parameters analyzed in this study weteassociated with HHV-6
infection, neither gqPCR-HHV6+ nor HHV-6+CMV. Paite who had CMV-Ag+
showed higher serum creatinine at the following rapte compared to those who

remained negative for this virus™§1.940.8 x 1.39.4; P=0.038), ¥ (1.740.6 x
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1.340.4; P=0.037), 10 (1.540.5 x 1.290.3; P=0.034) and 12(1.640.5 x 1.20.3;
P=0.018) weeks post-transplantation.

Table 2 describes first year post-kidney transplahbical outcomes,
presenting cumulative incidences and their distidms according to the early
viruses” infection: HHV-6, CMV or both, respectiyel

gPCR-HHV6+ was associated with higher incidencetbér infections in the
first year after transplantation (qPCR+: 100% x &PC 67.6%; P=0.044;
RR=1.5[1.1-1.9]), mainly caused by: bacteria (QPCR80% x gPCR-: 58.8%;
P=0.009; RR=1.6[1.2-2.0]) and fungi (QPCR+: 66.7%RCR-: 11.8%; P=0.001;
RR=5.6[2.0-15.3]). Even though there was no casdeap mycosis, the only two
cases who achieved HHV-6 VRB0O0 copies/ml showed fungi diseases and both had
severe bacterial infections.

CMV viremia was associated with higher incidenceviodl infections (non-HHV-6
and non-CMV) (P=0.000, RR=2.7[1.2-6.0]). These pthieal infections were not
dependent on the MMF initial immunosuppresion (MNBR:6% [25/27] x no MMF:
57.9% [14/19]; P=0.107). In this series, viral igtiens (non-HHV6 and non-CMV)
were diagnosed based on clinical and laboratorglirigs, including: human
papillomavirus, simplex herpesvirus (types 1 and \@ricella-zoster virus (both
clinical presentations), upper respiratory virdestions, verruca vulgaris, molluscum
contagiosum and meningitis. Bacterial clinical symdes observed along the follow-
up included: piodermitis, wound infection, arteeowus fistulae infection, cystitis,
prostatitis, graft's acute pyelonephritis, peritenaabscess, sinusitis,
bronchopneumonia, spontaneous bacterial peritomitid sepsis. The infections
caused by fungi were, respectively: genital caredidi tinea cruris, dermatophytosis

and onicomycosis.
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The single case of viral meningitis had no etiadagjidefinition and occurred
in a diabetic recipient of simultaneous pancredsy transplant. This patient had
received daclizumab induction therapy and combimadhunosuppression with
sirolimus, tacrolimus and MMF. She developed CMVDdamany bacterial
infections, some of them highly severe, but nebewsed early gqPCR-HHV6+ in the
follow-up screening.

Length of hospital after transplant surgery wasilaimfor patients who
developed or not HHV-6 and/or CMV replication thedter. On the other hand,
patients who had qPCR-HHV6+ during the first 6 weaker transplantation needed
a higher number of hospitalizations and a longayext in the hospital in 6 and 12
months post-transplantation. These outcomes wdrassociated with CMV viremia.
The results can be seen in Table 2.

Besides gPCR-HHV6+, viral (P=0.001) and fungal atfens (P=0.002) were
associated with higher number of hospitalizatioms the first year. Initial
immunosuppression including prednisone protecteginag this (with prednisone:
2.9+1.4 x without: 5.56.7; P=0.023). No single drug could be associatétth w
hospitalizations (number and duration). Howeveffedent infectious agents were
associated with hospital length at 6 or 12 montbspectively: Bacterial: P=0.058
and P=0.022; Viral: P=0.001 and P=0.001; Fungal.@34 and P=0.011. CMVD
was an independent risk factor for bacterial andlvinfection in a binary analysis
(Bacterial: RR=1.9[1.2-2.8]; P=0.001 and Viral: RR3{1.0-1.7]; P=0.014,
respectively).

Graft loss and death were not associated with thdiesd viral infections
(HHV-6, CMV or both). In this series, patients meted to dialysis (n=6; 13.0%) only

after the fourth year of transplantation, all deettansplant chronic nephropathy.
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Among the other 6 (13.0%) patients who died during study, 3 (50.0%) were
during the first year: 1 had sepsis due to spotambacterial peritonitis, other had a
cardiac arrest and another one died by externadecgtrauma) with stable graft

function.

Discussion

In the last decade, there was a wide increasinthefinterest for HHV-6,
mainly as an emergent or co-pathogen in complegadiss. It is possible that the
higher immunological risk transplants that havengeperformed using numerous
new immunosuppressant agents could contributegathergency of new pathogen
potentially dangerous to the graft or hb3{:**#*HHV-6 can be one of them and can
compromise transplant’s clinical outcome. This wihas being especially studied
among liver and hematopoietic stem cell recipieltsstole in kidney transplant is no
clear so far.

Our healthy population represented by organ doebmved a marginal low
incidence of latent infection by this virus commhte North American reports (55%
x 59-100%)>1>18 |t was significantly lower than the rate observedoag kidney
transplant recipients immediately before engraftmedich could be explained by
the relative immunosuppression conferred by chromgnal disease and
hemodyalisis:> Nevertheless, the prevalence of HHV-6 latent itidecbefore kidney
transplantation is similar to that described fodrigy and liver recipients in other
centers? Important is the observation that HHV-6 serologfdoe transplantation
was not as helpful as CMV-IgG determination fordicang viral active infection
thereafter, as suggested by others, needing catfom with a higher number of

subjects-3>718
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The incidence of HHV-6 active infection in presesfidy was also relatively
lower (26%) than that observed in other solid organsplant centers (31-50%)."*
810 Nevertheless, the technical methodology applietisatial and economic factors
have no longer been considered in these analydie time for diagnosis could be
another difference. Strategically, we investigalt#tdV-6 active replication between
the £'and 6" weeks post-transplantation because this is thermiak period for that.
According to some authors, this is the time whenthajority of primary infections
are seen, usually developing severe disease witiviement of end-organs. This is
also the risk period for secondary disease byuinss, appearing generally from the
second to sixth weeks post-transplantation, whiels exactly what was seen in this
StUdyEL’z' 11,17,18

No clinical or transplant-related factor seems & dbearly associated with
early HHV-6 replication. However, as it was expéctgrophylaxis or treatment with
anti-CD3 has already been described as an indeperisle factor?%

The clinical importance of HHV-6 is well known angpriver recipients,
mainly because the major signs/symptoms relatedhi® infection are also the
traditional presentation of graft dysfunction, inspw specific differential diagnosis.
Besides hepatitis and liver graft loss, HHV-6 camse meningoencephalitis due to
its peculiar neuroinvasiveness potential and ppedision for opportunist
infectionst"?°2% 924 plthough acute onset of neurological symptoms isasonmon
early after kidney transplant, HHV-6 might be anportant differential diagnosis
whenever a meningoencephalitis occurs after transation™*>%18
Many authors have explored the indirect effectstlid HHV-6, mainly

simultaneously with CMV infection, with contradicyo results. Some of them

described higher severity patterns of the virakds®, while others did not find it.
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14.1516.2425Recently, Humar et al showed that co-infectionhviitHV-6 can impair
results of the CMVD treatment with ganciclovir aalganciclovir, being associated
with frequent recurrence of replicatidn.

In order to clarify if early HHV-6 infection couldmpair CMV active
replication between 4 and 12 weeks post-kidneysptamt, the present study showed
that it did not increase the incidence of CMV irtfecs nor its severity. Besides the
sample size, the apparent low clinical impact & &arly HHV-6 replication among
the studied population could result from the stpceemptive strategy on CMV
monitoring and treatment. It is probable that d@gng or treating CMV infection
only in symptomatic patients, could better reveahegative interaction of these
viruses® It is supported by reports showing some degreéild¥/-6 response to
ganciclovir, even though no specific anti-HHV-6aiment is available until no*?

In the present study, every HHV-6 VL was considesigghificant, and it was
associated with higher incidence of bacterial amtyél infections besides a higher
number of admission and hospital length during fire 6 and 12 months post-
transplantation. It was not clear if these infeas were cause or consequence of the
longer hospitalizations. Clarifying this associatis extremely valuable because, at
least in liver transplantation, fungal infectionavh been major cause of morbidity
and mortality related to the HHV-6 infectidn’?? Even though there was no case of
severe fungal infection among the studied kidnejprents justifying more necessity
for hospitalization, toxicity of antifungal drugsndior their pharmacological
interaction with immunosuppressive drugs might basadered. Some drugs were
also associated with other infections. Intereswag the paradoxical effect of MMF,

apparently increasing risk for CMV and decreasimg fungal infection. The
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independence of all these factors can only be dtedly a multivariate analysis
including a higher number of subjects.

In addition to the low immunological risk of thelesgted sample (adults
receiving a first graft) and its small size, mayhe major limitation of the present
study is the use of two different methodologiesetmluate HHV-6 and CMV,
respectively. Both, Ag and gPCR, are well recogitae this purposes, but measure
different aspects of the same condition — the viegllication?*?*?® The way to
attenuate this bias was applying a qualitative yais| but it still could compromise
the analysis of association between two viral itéers.

Clinical valorization of low rates of viral actiyithas been a general difficulty,
mainly when the aim is to avoid signs/symptoms. ééoning the Ag, we previously
determined that >10+cells is risk for CMVD, suggssgtthe necessity for treatment.
3 This cut-off analyzed by gPCR corresponds to >76080ies/ml of whole blood,
quite similar to that which has been practiced blyeo centers worldwide. It is
important to note that sometimes, at least for CMV,up to 3000 copies/ml can not
be detected by Ag te3tThen, it would be reasonable to consider that sudtw
HHV-6 VLs found in this study (indicating low virakplication rate) could explain
the benign presentation of the registered everasieder, until now there is no study
defining clinically the HHV-6 VL level which couldifferentiate latency from active
viral replication.?® Corroborating the presented results, an imporsandy recently
published by Humar et al describes 31% of HHV-Gvacinfection among 253
patients under CMVD treatment. They found a medighest VL of 281 copies/ml
of whole blood, being seldom as high as 100.000esém| 23

Finally, this paper showed that early HHV-6 repiica after kidney

transplant seems to be weakly significant, everudhoit is associated with more
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bacterial and fungal infections, more hospital eadmons and length of
hospitalization. These evidences suggest that HH¥+&ot an innocuous virus, and
probably it figures as a marker for excessive imassuppression?*>16:24
Nevertheless, there is no reason for systematiowelip of this viruses, at least in
patients whose are under preemptive monitoringCistV. Until now, there is no
evidence for HHV-6 worsening CMV outcomes in thghast risk period concerning
its incidence and maximum Ag achieved, even thatgytole interfering with DCMV
resolution under ganciclovir treatment should beficmed in a more powerful study.

HHV-6 was not associated with graft dysfunctiongeaift loss/death in the first year

after kidney transplant.

Conclusion
HHV-6 latent infection is highly prevalent (>80%)eing commoner among kidney
transplant candidates than healthy donors. Thelémce of early active infection
after transplantation is 26%. Despite it does mopair CMV prognosis, it is
associated with more bacterial and fungal infectiand length hospitalization in the

first 6 and 12 months.
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Figure 1: First evidence of HHV-6 and CMV active relication during the first 6

weeks and from &' to 12" week post-kidney transplantation, respectively.
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Table 1. Transplant demographic data and their assoation with active infection caused by HHV-6, CMVor both after kidney

transplantation.

Transplant Total HHV-6* CMV** +HHV-6 — +CMV***
demographics N=46 Positive (n=12) Negative(n=34) Positive(n=35) Negative(n=11) Yes (n=8) No (n=38)
n (%) n (%) n (%) P n (%) n(%) P n (%) n (%) P
Deceased Donor | 27 (58.7%) | 5 (41.7) 14 (41.2) 9| 13(37.1) 6 (54.5) 0307 387 16 (42.1) 0.999
Simultaneous Pancreas-
Kidney transplantation | 3 (6.5%) 2 (16.7) 1(2.9) 0.1621 (2.8) 2 (18.2) 0.1381 (12.5) 2 (5.3) 0.444
Induction therapy 18 (39.1%) 5(41.7) 13 (38.2) Ja8| 14 (40.0) 4 (36.4) 0.999 3837 15 (39.5) 0.999
Initial
immunosuppression 0228 830 073
CyA-MMF-Pred 26 (56.5) 5 (41.7) 21 (61.8) 23 (65.7) 3(27.3) 4(50.0)  22(57.8)
CyA-Aza-Pred 14 (30.4) 4 (33.3) 10 (29.4) 9(25.7) 5(45.4) 3(37.5)  11(28.9)
Rapa-FK-Pred 4 (8.7) 2 (16.7) 2 (5.9) 2 (5.7) 2 (18.2) 1 (12.5) 3 (7.9)
CyA-Aza 1(2.2) 1(8.3) 0 1(2.9) 1(9.0) 0 1(2.7)
MMF-FK 1(2.2) 0 1(2.9) 1(2.9) 0 0 1(2.7)
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Drugs:
MMF 27 (58.7) 5 (41.7) 22 (64.7) 0.163| 24 (68.6) 3(27.3) 0.0324(50.0) 23 (60.5) 0.700
Aza 15 (32.6) 5 (41.7) 10 (29.4)  0.436) 9(25.7) 6(54.5)  0.07%3 (37.5) 12 (31.5)  0.999
CyA 5 (10.9) 10(83.3)  31(91.2)  0.594 32 (91.4) 9(81.8)  0.580 7 (87.5) 34(89.5)  0.999
FK 5 (10.9) 2 (16.7) 3(8.8) 0.594 3(8.6) 2(18.2) 0.580 1 (12.5) 4 (10.5) 0.999
Sirolimus 5 (10.9) 2 (16.7) 3(8.8) 0.594 2 (5.7) 3(27.2)  0.080 1 (12.5) 4(105)  0.999
Delayed graft function’ | 22 (47.8) 5 (417) 17 (50.0) 0.619 37.0 5(45.4) 0.857 3(37.5 19(50.0) 0.702

* Comparison between patients with and without HB¥etive infection (qPCR-HHV6) front'to 6" weeks after transplantation

** Comparison between patients with and without Cidative infection (CMV-Ag) from % to 12" weeks post-transplantation

*** Comparison between patients who had both vaetive infections after transplantation (HHV-6 a€0ilV)

#CyA: cyclosporine; MMF: mofetil micofenolate; Prgatednisone; Rapa: sirolimus; FK: tracrolimus; AZ%atioprina

## Necessity for dialysis in the first week aft@msplantation

@ RR=2.5 (0.9-6.7)
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Table 2: First year clinical outcomes according t@ccurrence of post-transplant viral active infectim: HHV-6, CMV or both.

First year clinical Total gPCR-HHV6 CMV-Ag +HHV-6 — +CMV ***
outcomes N=46 Positive(n=12) Negative(n=34) Positive (n=35) Negative(n=11) yes (n=8) No (n=38)
n (%) n (%) n (%) P n (%) n(%) P n (%) n (%) P
Acute rejection 26 (56.5) | 9(75.0) 17 (50.0) @18 | 17 (48.6) 9 (81.8) 0.082] 5(62.5) 21 (55.3) 0.999
Other infections:
General 33(71.7) |12(100.0) 23(67.6) 0.044| 25 (71.4) 8(72.7) 0.999| 6 (75.0) 27 (71.0) 0.999
Bacterial 32 (69.5) |12(100.0) 20 (58.8) 0.009| 23 (65.7) 9 (81.8) 0.460| 8 (100.0) 24 (63.1) 0.085
Viral 39(84.8) |11(91.7) 28(82.3) 0.657| 35 (100.0) 4 (36.4) 0.001 | 8 (100.0) 31 (81.5) 0.325
Fungal 12 (26.1) | 8 (66.7) 4 (11.8) 0.601 10 (2.8) 2 (18.2) 0.701 | 6 (75.0) 6 (15.8) 0.002
Hospital admissions
(median, minimum-maximum)
N%in the I year 3.0(1-6) | 4.0 (2-6) 2.5 (1-6) 0.0013.0 (1-6) 2.0 (1-5) 0.1084.5 (3-6) 3.0 (1-6) 0.001
Surgical admission (days)*| 20.0 (7-69) | 19.5 (14-69) 20.5 (7-57) 0.68820.0 (7-69)  20.0 (14-57) 0.89718.0 (14-69) 21.0 (7-57)  0.459

1°' 6 months (days)

33.5 (14-108)

40.0 (25-108) 29.5 (14-104) 0.03340.0 (15-108) 25.0 (14-99) 0.09;

150.5 (25-108) 31.5 (14-104) 0.049
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1" year (days) 425 (14-156)| 80.0 (33-120) 29.5 (14-156) 0.0045.0 (15-156) 25.0 (14-99) 0.226  85.0 (40-128).5 (14-156)  0.002
Graft loss # 12 (26.1) | 3(25.0) 9(265) .99 | 10 (28.6) 11(182) 0.701 2.8 11 (28.9) 0.660
Death# 6(13.0) | 4(11.8) 2(16.7) 64 | 5(14.3) 1(9.0) 0.999 (12.5) 5 (13.1) 0.999

CMV-Ag: CMV antigenemia from 4™ 10 12™ weeks post-transplantation. Positive CMV-Ag = active infection

gPCR-HHV6: quantitative real time PCR for HHV-6. Positive qPCR-HHV6 = active infection

*Hospitalization for transplantation

# Outcome analyzed until 2009

Relative Risk (RR); confidence interval 95% (CI95%)

a: RR=2.7 (1.2-6.0)
B: RR=5.6 (2.0-15.3)
v: RR=4.7 (2.1-10.9)
8:RR=1.5 (1.1-1.9)

£: RR=1.6 (1.2-2.0)
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5.2 EM PORTUGUES

Replicacédo Precoce de HHV-6 € causa de Morbidadeaéelacionada a
Infeccéo por CMV apds o Transplante Renal

Regina Schroeder® Tatiana Michelon'?, Gabriela Garbin®, Janaina

Silveira®, Luciano Santos, Valter Garcia? Jorge Neumanri and E. Keitef?

'Programa de Pés Graduacdo em Patolddisversidade Federal de Ciéncias da Satide
de Porto Alegre.
?Laboratério de Imunologia de Transplantes; Serdedransplante Renal da
Santa Casa de Porto Alegre, Rio Grande do SuljlBras

Apoio: Coordenacdo de Aperfeicoamento de PessoalNdel Superior

(CAPES).

Endereco de correspondéncia: Regina Barbosa Sdmoé@dboratorio de
Imunologia de Transplantes, Hospital Dom VicenténeéBer, Av Independencia 75,

Porto Alegre, RS, CEP-94035-075, Brasil. e-nrailina@santacasa.tche.br

Palavras Chave: transplante renal; citomegalovihngpesvirus humano tipo 6,

infeccéo viral, diagnéstico, PCR em tempo real.



76

Resumo

Introducdo: O Herpesvirus tipo 6 (HHV-6) tem sido associadenmarbidade e
mortalidade apos o transplante de figado, o que jAem conhecido para o
Citomegalovirus (CMV) apés o transplante de difsendrgédos e tecidos. A
frequéncia e a importancia da infeccéo latenteva gelo HHV-6 apds o transplante
renal ainda necessitam ser elucidadas.

Objetivo: Determinar a soroprevaléncia do HHV-6 nos pasddr-receptor antes
do transplante e analisar a incidéncia da infeatd@ precoce, suas manifestacoes
clinicas, sua interacdo com o CMV e a morbidaddaaredacionada ao longo do
primeiro ano poés-transplante renal.

Pacientes e MétodosForam estudados 46 pares doador-receptor, os tprais
avaliados para a presenca de IgG especifica prentena realizacdo do transplante
através de imunoensaio enzimatico (ELISA): HHV-&r(Bio, USA) e CMV (Roche,
USA). Uma aliquota de sangue total criopreservadiida semanalmente®até a
6° semana), foi retrospectivamente analisada pasdesrdinacdo da carga viral (CV)
de HHV-6 através de PCR quantitativa em tempo (gRaRCR; Nanogen, Italia). Os
pacientes foram acompanhados preemptivamente pdxadiravés de antigenemia
pp65 (Ag; APAAP imunoistoquimica, Biotest, Alemahkeatre a 4e a 12 semanas
pos-transplante. Infeccdo ativa foi definida confRCR-HHV6+ (CV/ml) e Ag+
(células+/18granulécitos), para HHV-6 e CMV, respectivamentefillu-se doenca
por CMV (DCMV) como a presenca de Ag+ na vigénogasihais e/ou sintomas
sugestivos. Considerando-se os pacientes gPCR-HHié8am avaliados: fatores
associados, manifestacdes clinicas, interacdo cht € morbidade no primeiro

ano. O program&atistical Package for Social Sciences foi empregado para os testes
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de qui-quadrado com correcao de Yates ou teste egafisher, teste t de Student ou
Mann-Whitney, conforme o caso. Valores de 0P8 foram considerados
significativos, sendo descritos os respectivosossielativos (RR) e intervalos de
confianga 95% (IC95%).

Resultados A soroprevaléncia pré-transplante do HHV-6 fgngicativamente mais
elevada entre os receptores comparada aos doaboren (82,6 x 54,8%; P=0,005
[3,9(1,4-10,4)]). Infeccdo ativa por esse virus romo em 26,1% (12/46), sem
associacdo com a IgG pré-transplante (P=0,412)ediana da CV foi 125 copias/ml
(53-11.264), e a mediana da Ag foi 21 células+4@}7Nao houve associacao entre a
ocorréncia de replicacdo ativa de HHV-6 e de CM¥sap transplante (P=0,441),
tampouco entre gPCR-HHV-6+ e o0 desenvolvimento deMM (P=0,596). A
mediana da Ag+ maxima e o numero de dias de tratamzom ganciclovir foi
semelhante entre os pacientes gPCR-HHV6 + ou - ,2B60e P=0,124,
respectivamente). qPCR-HHV6+ foi associado a mancidéncia de infecgbes
bacterianas (P=0,009) e fungicas (P=0,001), alérmdi®r nimero de internacdes
hospitalares (P=0,001) e maior nimero de diasrgebnacao ao longo dos primeiros
6 e 12 meses poés-transplante renal (P=0,033 e ®PL0dspectivamente).

Concluséo: Infeccdo latente por HHV-6 € mais comum entreexeptores do que
entre os doadores antes do transplante renal cideativa precoce por esse patdégeno
nao aumentou a incidéncia e nem a gravidade da D@d\primeiros 3 meses pos-
transplante. Contrariamente, a replicacdo precoseH#lV-6 foi associada a
ocorréncia posterior de infeccbes e a hospitalescinais frequentes e mais

prolongadas ao longo do primeiro ano pés-transpleental.
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Introducao

Infecgdes virais constituem importante causa debidade e de mortalidade
apos transplantes de 6rgaos e de tecidos. Aléngedote etiolégico propriamente
dito, o risco de uma infeccdo viral depende da espidlogia do patégeno e da
imunidade do hospedeiro. Uma vez que a realizdg&oansplante implica o uso de
imunossupressores para evitar a rejeicdo ao enmad@gnostico de uma infeccdo
viral depende fundamentalmente da cinética da ¢afece da suspeita clinica,
frequentemente antes da manifestacédo de sinaisifimmas especificos. Uma das
familias virais mais estudadas em receptores desglantes é a familia
Herpesviridae. Esta familia compreende oito virus distintos, donea altamente
prevalente na populacdo em geral e com efeito imadalatério intrinsecd:”

O papel deletério do Citomegalovirus (CMV) em imgdearimidos € muito
bem determinado, sendo sisteméatica a pesquisaalie sua replicacdo ativa apos a
realizacdo de um transplart® Inicialmente, essa infeccéo foi associada a alta
morbidade e mortalidade, o que motivou a pratiasalatde diagndstico e de
tratamento precoces em populacdes de risco. Atuddme morbidade e o custo
relacionado ao tratamento antiviral especifico a@ola preocupacdes importantes.
Além disso, recorréncias tardias de doenca por GM¥MYV), lento declinio da taxa
de replicacdo viral ou mesmo resisténcia ao agamigiral tém sido preocupantes
para os clinicos envolvidos em transplant&s’

A replicacdo do CMV é rotineiramente monitorizagedsa os transplantes de
rim, simultdneo de rim e péancreas, pulmdo, figadmacdo e célula tronco
hematopoética, em centros do mundo todo, com diwbjde se evitar a ocorréncia
de doenca em o6rgdo-altd>>1"#28%0A Santa Casa introduziu a pratica da

estratégia preemptiva para diagnostico e tratamgnetooces de infecgdes por CMV
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em 1993, através da realizacdo da antigenemia $Amanal, entre a®4 a 12
semanas poés-transplante de érgdos sélidos e augualempo diante da suspeita
clinica. A partir dessa estratégia, a incidéncid@MV nos primeiros 3 meses pos-
transplante renal tem oscilado entre 27 e 38%, soscgraves nao tém sido
frequentes:*

Todavia, ocasionalmente observam-se pacientes siece mais de 21 dias
de tratamento com ganciclovir endovenoso, casosreteptores com baixa
celularidade na antigenemia apresentando sindsfiss caracteristicos e, algumas
vezes, a observacdo de manifestacdes clinicas séaisupara pacientes sob
acompanhamento preemptivo (como supressao medw@ae gu envolvimento do
sistema nervoso central). Tais observacfes levaataipotese de que outro agente
viral possa estar implicado, tal como o HHV-6, uinus reconhecido pelo seu
potencial efeito imunomoduladbr;’83

O HHV-6, assim como 0s outros Herpesvirus, podenprecer latente nas
células do hospedeiro e reativar em momentos dadssupressao. Os sitios usuais
de laténcia ap0ds a infeccdo priméria incluem glésdsalivares, linfonodos, células
mononucleares e parénquima renal e hep&t@micamente, o HHV-6 causa uma
sindrome mononucleodidke, com linfadenopatia, hepatite, supressdo da medula
0ssea, pneumonite intersticial e encefalite focave, bem documentados em
receptores de transplante hepafi¢.

A escassez de informagfes sobre a epidemiologiangartancia clinica da
infeccdo latente e da infec¢do ativa precoce poWi8Hapos o transplante renal
motivou a realizacdo do presente estudo. Nossotiabjdoi determinar a
soroprevaléncia da infeccdo por HHV-6 no par doadoeptor e a incidéncia de

replicacdo viral precoce ap0s o transplante remallisar sua repercussao clinica, sua
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interagcdo com o CMV e sua associagdo com morbidadi®ngo do primeiro ano

pés-transplante.

Pacientes e Métodos

Realizou-se um estudo de coorte, incluindo todestransplantes renais
realizados em individuos adultos entre abril ersbte de 2002 em hospital terciario,
referéncia nacional em transplantes (Santa CaBaide Alegre) (N=46).

A sorologia pré-transplante do par doador-receftdranalisada para a
determinacéo de infecgéo latente. A infeccdo gioraHHV-6 foi descrita através da
carga viral (CV) medida através da reacdo em cad@igpolimerase quantitativa
(gPCR-HHV6) em amostras de sangue periférico calkittre a 1e a 6 semanas e
congeladas a -8G.

Os pacientes foram acompanhados preemptivamergeapafeccéo por CMV
através de Ag, conforme a rotina do servico, eatrd e a 12 semanas pos-
transplante. Ganciclovir endovenoso foi empregaduofilaticamente durante os
primeiros 14 dias nos receptores IgG anti-CMV niggat(n=3). Infec¢ao ativa por
CMV foi definida como a presenca de Ag+ e DCMV coom aumento do numero
de células positivas na Ag acompanhado por sirais ntomas. O tratamento foi
realizado com ganciclovir endovenoso por 14 diamais, até a negatividade da Ag.

Foram analisados os dados demograficos dos doagloies receptores (idade
e género) e as caracteristicas do transplante (tgpodoador, rim isolado ou
simultadneo de rim e pancreas, tempo de isquenaid TitF], imunossupressao inicial,
terapia de inducdo e disfuncéo inicial do enxellisfuncao inicial do enxerto foi

definida como a necessidade de didlise na prinseimaana pos-transplante renal.
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Os sinais clinicos e laboratoriais estudados pahnente relacionados a
infeccéo por HHV-6 incluiram: leucdcitos totaisrgdcitos (£-6° semanas), enzimas
hepaticas (aspartato e piruvato-aminotransfera¥e$?® semanas). A creatinina
sérica foi avaliada como um marcador da funcdo nxerto (£-12° semanas,
mensalmente até d és e anualmente até daho pos-transplante). Morbidade ao
longo do primeiro ano foi avaliada através de:i¢é@ aguda ao enxerto comprovada
por bidpsia, desenvolvimento de outras infec¢cdedo-(dHV-6 e ndo-CMV),
internacdo hospitalar (nUmero e dias de permangmmeada do enxerto e ébito. As
informacdes foram obtidas através dos registropremtuérios médicos.

As variaveis acima foram comparadas qualitativa umnttativamente,
conforme indicado, entre os pacientes que desesrastvinfeccdo ativa por HHV-6
(qQPCR-HHV6+) e aqueles que permaneceram com CMeaotdwvel para esse virus.
A fim de evitar viés pela infeccdo por CMV, todasc@mparacdes foram realizadas
entre 0s pacientes positivos e negativos, conf@egee: a) infeccdo ativa por HHV-
6 (QPCR-HHV6+), b) infeccéo ativa por CMV (CMV-Ag+#) c) infeccdo ativa por
ambos os virus (QPCR-HHV6 + CMV-Ag+) ap0s o traast#, cada um analisado ao
longo do periodo de maior risco para a sua refdcadiva.

Para a analise do efeito da infeccao latente a ptiv HHV-6 sobre a infeccéo
posterior por CMV foram estudadas as seguintescesges: a) incidéncia de
infeccéo ativa por CMV, b) incidéncia de DCMV egravidade da DCMV (Ag+
maxima e numero de dias sob tratamento com gamiielodovenoso).

O estudo foi aprovado pelo comité de ética indtnal, e todos os pacientes

assinaram um termo de consentimento livre e esitr@reviamente a sua inclusao.
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Sorologia para HHV-6 e CMV

A pesquisa de IgG anti-viral especifica pré-formémlarealizada através de
imunoensaio enzimatico (ELISA) em aliquota de soothida do doador e do
receptor antes da realizagéo do transplante, pamgoo HHV-6 (Pambio, USA) como
para o CMV (Roche, USA). Resultados inconclusivararmh repetidos e aqueles que
permaneceram indeterminados foram excluidos dasangdra este fator (IgG anti-

HHV6 inconclusivo: n=4 doadores).

Antigenemia pp65 do CMV (CMV-AQ)

Antigenemia foi realizada em granulécitos isoladopartir de amostras de
sangue periférico colhidas com anticoagulante EDBftavés da técnica de
imunoistoquimica. Empregou-se um anticorpo mon@dl¢@10/C11) dirigido contra
a proteina pp65 da matriz viral (APAAP- Biotestelanha). Este teste fornece um
resultado quantitativo, indicando o numero de eélupositivas, ou seja, com

replicacdo viral ativa (niumero de células+/100.9fhuldcitos).

PCR guantitativa em Tempo Real para HHV-6 (QPCR-HH\6)

A CV de HHV-6 foi determinada através de qPCR usabtlA extraido
(Invisorb, Spin Blood Mini kit, Invitek, Alemanha partir de amostras de sangue
total colhidas com EDTA. Empregou-se um kit corradrespecifico (HHV-8)-PCR
Alert AmpliMIX, Nanogen, Italia) em equipamento ABIpplied Biosystems 7100.
Este teste consiste de uma reagao multiplex, mdtua amplificacdo simultanea de
um controle-interno (geng-globina humano) e de uma regido viral alvo, coi@ec
como ORF13R. Esta regido é comum para ambas astewide HHV-6 conhecidas

(A e B). A curva-padréo consiste de 4 pontos comcBihecida (19 10°, 10°, 10°),
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permitindo a precisa quantificacdo da CV presematemostra inicial. O limite de
deteccdo minima do teste realizado é de 40 copéasio. O software de andlise
disponibilizado pelo fabricante do kit fornece eguintes resultados: a) negativo, b)
<2000 cépias/ml e c) numero absoluto de cépias Em2000 cédpias/ml. Para
atender aos propositos do estudo, a seguinte farfoulaplicada para o célculo do
namero absoluto de cépias virais nas amostrasdenasias positivas com CV<2000
copias/ml: cN (numero de copias na amostra inicidhe (unidade para a descricdo
da CV na amostra; 1ml) x eE (eficiéncia equivaleldenétodo de extracdo do acido
nucléico; 1/1,0=1) x Fa (razdo entre o volume deAD&ktraido da amostra e o
volume de DNA utilizado na etapa de amplificacd002/5u1=40) x numero de

copias (CV obtida na reacéo).

Andlise Estatistica

As variaveis foram descritas como porcentagem,jaredesvio-padréo (DP)
ou mediana. Os testes qui-quadrado com correc&¥at#s ou exato de Fisher e teste
t de Student ou Mann-Whitney foram empregados, dmandicado, calculados
através do softwarg&atistical Package for Social Sciences (SPSS 14.0). Valores de
P<0,05 foram considerados significativos, sendo descros respectivos riscos

relativos (RR) e intervalos de confianca 95% (IC$5%

Resultados

Infeccdo Latente Pré-Transplante por HHV-6 e/ou CMV

A prevaléncia de infeccao latente por HHV-6 antés realizacdo do

transplante foi significativamente maior entre eseptores do que entre os doadores
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(Receptores: 82,6% [38/46] x Doadores: 54,8% [43/d&spectivamente; P=0,005;
RR=3,9[1,4-10,4]). A soroprevaléncia de IgG anti-Cldré-formada foi semelhante

entre eles (Receptores: 93,5% [43/46] x Doado#898 [39/46]; P=0,315).

Infeccao Ativa por HHV-6 e/ou CMV ApGs oTransplante Renal

Infecg&o ativa por HHV-6 ocorreu em 26,1% (12/463 deceptores ao longo
das primeiras 6 semanas pos-transplante. Infeag@anm foi observada em 37,5%
(3/8) daqueles que eram IgG anti-HHV-6 negativagsado transplante. Reativacao
e/ou reinfecg@o por esse virus ocorreu em 23,738Y¥aqueles transplantados na
vigéncia de IgG especifica pré-formada (P=0,412)mAdiana da CV foi 125
copias/ml (53-11.264), com a maioria apresentan@90& coépias/ml (83,3%
[10/12]). A presenca ou a auséncia de infeccamtatgrévia por HHV-6 nédo
modificou significativamente a incidéncia pos-tialagte de: a) infeccao ativa por
HHV-6 (IgG+: 23,7% [9/38] x 1gG-: 37,5% [3/8]; PZ1,2); b) infeccao ativa por
CMV (HHV-6 1gG+: 76,0% [29/38] x IgG-: 75,0% [6/8FP=0,999) e c) DCMV
(HHV-6 1gG+: 42,0% [16/38] x 1gG-: 50,0% [4/8]; PQ3).

N&o houve associacdo entre a replicagcdo ativa ggede HHV-6 e o
desenvolvimento posterior de CMV-Ag+ (QPCR+: 66,18d2] x gPCR-: 79,0%
[27/34]; P=0,441) ou de DCMV (qPCR+: 50,0% [6/12]qRCR-: 41,2% [14/34];
P=0,596). A infeccéo ativa por HHV-6 também n&odssociada a resultados mais
elevados de CMV-Ag+ maxima, nem entre os paciequesdesenvolveram DCMV
(qPCR+: 93,5[6-600] x gPCR-: 53,5[15-740] célulaB+0,857) e nem entre aqueles
gue apenas positivaram o teste de Ag sem necesstiadratamento preemptivo
(gPCR+: 7,0[3-11] x gPCR-: 5,0[2-12] células+; FB&Y). A duracdo média do

tratamento da DCMV com ganciclovir foi semelhantée os pacientes com ou sem
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evidéncia de replicacdo do HHV-6 no periodo de g@orthamento, respectivamente
(QPCR-HHV6+: 18,28,8 x gPCR-HHV6-: 15,53,0 dias; P=0,124).

Viremia por CMV ocorreu em 76,1% (35/46) dos reoegst. Os 3 pacientes
gue eram negativos para IgG anti-CMV antes do plange necessitaram tratamento
adicional com ganciclovir apesar da profilaxia eretenosa realizada nos primeiros
14 dias pos-transplante com o mesmo anti-viralreEas pacientes IgG anti-CMV
positivos, 74,4% (32/43) desenvolveram Ag+ (1gGB, 0060 x 19gG+:74,4%;
P=0,999). DCMV ocorreu em 43,5% (20/46), sendo A%0.entre aqueles que
fizeram infec¢@o primaria e 39,5% entre os queiv@am ou sofreram reinfeccéo
viral apés o transplante (IgG-:3/3 x IgG+: 17/43;0075). A mediana da Ag+
maxima foi 21 células+ (2-740), sendo 65,5 célulés¥40) e 5,0 células+ (2-12)
entre 0os pacientes com e sem DCMV, respectivanies@001).

Infeccdo ativa por ambos 0s virus ocorreu em 1{81%6) dos receptores ao
longo dos primeiros 3 meses pos-transplante. OUE®)3% (n=27) da amostra
desenvolveram apenas CMV-Ag+, 15,2% (n=7) permaaeatesempre negativos
para ambos os virus pesquisados e 8,7% (n=4) apaes® replicacdo ativa apenas
do HHV-6.

A Figura 1 apresenta o0 momento da primeira evi@édei replicacéo viral
ativa ao longo das primeiras 12 semanas poés-tiantgptenal, conforme o protocolo
empregado no presente estudo. A maioria dos pasi@gresentou positividade na
nas primeiras 4 semanas do periodo considerad@sa® para cada um dos virus
pesquisados: HHV-6 até & gemana (9/12; 75,0%) e CMV entre®e4a 8 semanas

(33/35; 94,2%).
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Fatores Associados a Replicagéo Viral Ativa apésTransplante Renal

A Tabela 1 apresenta as caracteristicas geraraugplante e sua associagao a
infeccdo ativa por HHV-6, por CMV e/ou por ambosm transplante renal. A
média de idade foi semelhante entre os receptaresigsenvolveram qPCR-HHV6
positivo ou negativo no periodo avaliado (QPCR+73823,9 x qPCR-: 39,1#3,7;
P=0,178), e também entre aqueles que desenvolver@ecdo ativa por HHV-
6+CMV ou ndo (Ambos+:38,48,6 x Ambos-:37,2#4.2; P=0,836). A média de
idade no momento da realizacdo do transplante & mlevada entre aqueles que
desenvolveram CMV-Ag+ do que entre aqueles que g@eeoeram negativos para
este virus (Ag+:40,443,7 x Ag-:28,040,0; P=0,008). A distribuicdo do género
(masculino 23/46, 50,0%) e a média do TIF (26,9+horas [12,2-36,0]) né&o
diferiram entre os pacientes + ou — para HHV-6ap@MV ou para ambas as
infec¢Bes apos o transplante (dados ndo demonsjrdddipo de doador, transplante
de rim isolado ou simultaneo de rim e pancreasdederapia de indugéo e disfuncao
inicial do enxerto ndo foram associados a replicagél ativa precoce: HHV-6,
CMV ou ambos.

A distribuicdo das diferentes drogas imunossuprassaniciais nao foi
diferente entre os pacientes que desenvolverandouaplicacéo ativa de HHV-6, de
CMV ou de ambos 0s virus no acompanhamento realiZamtlavia, houve tendéncia
de uma associacdo entre o desenvolvimento de ae@bc ativa de CMV nos
pacientes que iniciaram a imunossupressdo usandm@aienolato mofetil (MMF)

[P=0,032; RR=2,5(0,9-6,7)].
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Desfechos Clinicos relacionados as Infecgbes Viraigtivas Pos-
Transplante: HHV-6, CMV ou Ambos

Os parametros laboratoriais analisados nédo foraoceslos a infecgdo por
HHV-6 — nem a gPCR-HHV6+ e nem a HHV-6+CMV. Pacssnue desenvolveram
CMV-Ag+ permaneceram com creatinina sérica maisvagle nos seguintes
momentos analisados, comparados aqueles que penamenegativos para este
virus: 6 (1,940,8 x 1,39,4; P=0,038), ¥(1,740,6 x 1,39,4; P=0,037), 10(1,540,5
x 1,240,3; P=0,034) e £71,640,5 x 1,20,3; P=0,018) semanas pos-transplante.

A Tabela 2 descreve os desfechos clinicos ao ldagprimeiro ano apés o
transplante. Apresenta a incidéncia e distribuig@oacordo com a evidéncia de
replicacéo viral ativa precoce para HHV-6, CMV onb®s, respectivamente.

gPCR-HHV6+ foi associado a maior incidéncia dedgf®s no primeiro ano
pos-transplante (QPCR+: 100% x qPCR-: 67,6%; P#0),0RR=1,5[1,1-1,9]),
principalmente bacterianas (QPCR+: 100% x gPCR;8%8 P=0,009; RR=1,6[1,2-
2,0]) e fungicas (QPCR+: 66,7% x qPCR-: 11,8%; BeD, RR=5,6[2,0-15,3]).
Embora nenhum caso de micose profunda tenha sidandmtado, os Unicos dois
pacientes que apresentaram CV de HH2B0 copias/ml desenvolveram doenca
fungica e ambos desenvolveram patologias bacterignaaes.

Houve associacdo significativa entre a ocorréneiavitemia por CMV e o
desenvolvimento de outras infecgbes virais (nao-HH¥ nao-CMV) (P=0,001,
RR=2,7[1,2-6,0]). A ocorréncia destas outras inbes¢ virais nao foi
significativamente associada a utilizacdo de MMHFAmanossupressao inicial (com
MMF: 92,6% [25/27] x sem MMF: 57,9% [14/19]; P=07)0 Nesta série, o
diagnostico destas outras infeccdes virais foi ddsena apresentacdo clinica e em

achados laboratoriais inespecificos. Foram elagilgmaavirus humano, herpes
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simples (tipos 1 e 2), virus varicela-zoster (amlbas apresentacfes clinicas),
infec¢gBes virais do trato respiratorio superiomrwga vulgar, molusco contagioso e
meningites. As sindromes clinicas de origem bautaridiagnosticadas ao longo do
acompanhamento incluiram: piodermite, infeccdo eteld operatoria, infeccdo de

fistula arteriovenosa, cistite, prostatite, piefote aguda do enxerto, abcesso peri-
renal, sinusite, broncopneumonia, peritonite b&utar espontanea e sepse. As
infeccbes causadas por fungos incluiram, respecénte: candidiase genital e

inguinal, dermatofitoses e onicomicose.

O unico caso de meningite viral diagnosticado @azoem paciente diabética,
receptora de transplante simultdneo de rim e pascrgem definicdo do agente
etioloégico especifico. Esta paciente recebeu tardpi inducdo com daclizumab e
imunossupressdo combinada com sirolimo, tacrolimMMF. Ela desenvolveu
DCMV e varias infeccbes bacterianas, algumas mgitves, sem evidéncia de
gPCR-HHV6+ nas primeiras 6 semanas pos-transplante.

O tempo de permanéncia hospitalar por ocasidordeg@ do transplante foi
semelhante entre os pacientes que desenvolverar&ooreplicacdo ativa por HHV-6
e/ou por CMV posteriormente. Por outro lado, paeiemue fizeram gPCR-HHV6+
durante as primeiras 6 semanas poés-transplantesgitecam de maior nimero de
internagdes e de permanéncia hospitalar mais gattmao longo dos primeiros 6 e
12 meses pos-transplante renal. Esses achadosnaéio dssociados a ocorréncia de
viremia por CMV. Os resultados encontram-se dexcna Tabela 2.

Além da gqPCR-HHV6+, a ocorréncia de infec¢des sir@®=0,001) ou
fungicas (P=0,002) também foi determinante, isotagl#te, para o maior nUmero de
hospitalizagcdes no primeiro ano. Imunossupressamalin incluindo aquela com

prednisona, resultou em menor numero de internagiese periodo (com
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prednisona: 2,9%4 x sem: 5,58,7; P=0,023). Nenhuma droga imunossupressora
isoladamente pode ser associada a necessidaded@@des hospitalares (numero e
duracdo). Todavia, infec¢des causadas por difeyeagentes etioldgicos resultaram
em maior permanéncia hospitalar, de forma indepgadaos primeiros 6 e 12 meses
pos-transplante, respectivamente: Bacteriana: B80e0P=0,022; Viral: P=0,001 e
P=0,001; Fangica: P=0,004 e P=0,011. DCMV constifator de risco independente
na andlise bindria para o desenvolvimento de ib&scbacterianas e virais
(Bacteriana: P=0,001; RR=1,9[1,2-2,8] e Viral: RH08;, RR=1,3[1,0-1,7],
respectivamente).

Perda do enxerto e 6bito ao longo do acompanhamm&tdoram desfechos
associados as infeccdes virais estudadas (HHV-68/ 6ivlambos). Nesta série, todos
0s pacientes que retornaram a dialise (n=6; 13@%Yeram apds o quarto ano de
transplante, todos devido a nefropatia cronica rdero. Houve outras seis perdas
(13,0%) por 6bito do paciente ao longo do estud603%) delas durante o primeiro
ano pos-transplante, todos com funcdo estavel derten uma sepse secundéria a
peritonite bacteriana espontanea, uma morte spbitdoenca cardiovascular e outra

por causa externa (trauma).

Discussao

Na ultima década houve um importante aumento derdsse pelo HHV-6,
sendo estudado principalmente como um patégenogemier e/ou envolvido em
algumas doencas complexas. E possivel que a igfdize transplantes com maior
risco imunologico, gragas a introducao de numerag@ntes imunossupressores na
ultima década, tenha contribuido para a emergé&ec@utros patdgenos com impacto

clinico na evolucdo posterior dos transplantesreergles o HHV-6:>"1823
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Clinicamente, esse virus tem sido especialmentqusesio entre receptores de
transplante hepatico e de células tronco hematimpsétSua importancia apos o
transplante renal ainda nao é clara.

O estudo da populagao sadia brasileira, represealds doadores de rim,
demonstrou uma incidéncia de infeccao latente pa¥48 no limite inferior das
taxas descritas em estudos norte-americanos (55%9-200%)">%'*>1® Esta
incidéncia foi significativamente menor do que @@iada entre os receptores de
transplante de rim, avaliada imediatamente antesidaealizacdo, o que poderia ser
justificada pela relativa imunossupressao confepela insuficiéncia renal cronica e
tratamento hemodialitich> Apesar disso, essa prevaléncia observada foi bartel
ao descrito por outros autores em receptores deerite figadd? Importante é a
observacéo de que a sorologia pré-transplante dé-61Hao foi determinante para a
predicdo de infeccdo ativa posterior. Todavia, asfgecto, que ja é bem conhecido
para o CMV, também ja foi descrito por outros aeggpara o HHV-6, devendo ser
confirmado em casuistica maidf:>"*8

Outros centros de transplante de 6rgdos soélidobé&amja descreveram
incidéncias mais elevadas de infeccdo ativa poe e$sis (31-50%) do que a
observada no presente estudo (2696)*®'°Tais discrepancias podem derivar das
diferencas metodoldgicas na deteccéo viral, alénfiattees sociais e econémicos.
Outro importante viés nesta avaliagcdo é o momemajee se pesquisa a infeccédo
ativa. Estrategicamente, pesquisou-se replicagéia de HHV-6 entre a®le a 6
semanas poés-transplante por ser este o periodmemdo de maior risco. Conforme
alguns autores, esse é 0 momento em que a maiwiaféccdes primarias acontece,
usualmente desenvolvendo doenca grave com envoitom#e oOrgdos-alvo. Este

também é o periodo de risco para a doenca secandatsada pelo HHV-6,
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geralmente entre a®2 a 6 semanas pos-transplante, exatamente o observado na
presente casuisti¢g; 't 1718

Nenhum fator clinico ou relacionado ao transplgrgeece estar claramente
associado ao risco de desenvolvimento de replicdeddHV-6 ativa precoce apds o
transplante renal. Todavia, conforme seria esperpdufilaxia ou tratamento de
rejeicdo aguda grave com anticorpo anti-CD3 j&l&sicrito por outros autores como
um fator de risco independerite’>

A importancia clinica do HHV-6 ja € bem determinagim transplante
hepético, principalmente porque a maioria dos sieé&u sintomas relacionados a
essa infeccdo se confundem com a manifestacdaeclidd disfuncdo do enxerto,
sendo fundamental o diagndstico diferencial esppeciAlém de hepatite e perda do
enxerto hepatico, o HHV-6 pode causar meningoelimefdevido ao peculiar
potencial de neuroinvasdo e de predisposicdo &sGdés oportunistag’ 2024924
Embora sintomas neurolégicos agudos ndo sejam omgcocemente apds o
transplante renal, infeccao por HHV-6 pode ser mpoirtante diagndstico diferencial
em qualquer meningoencefalite que se desenvoh&@@pansplant&®>1118

Muitos autores tém explorado os efeitos indiretodHéHV-6, principalmente
na simultaneidade da infeccdo pelo CMV, com redakacontraditorios. Existem
relatos de padrdes de doencga viral mais grave quasdociados ao HHV-6,
enquanto outros ndo confirmam tal associdt¢ab'®***Recentemente, Humar e
colaboradores (2009) demonstraram que a co-infecc@MV+HHV-6
simultaneamente resulta em diminuicdo da resp@fa@MV ao ganciclovir ou ao
valgancilcovir, estando associado a recorrénciatepiores da reativacdo do CMV.

Com o objetivo de verificar se a infeccéo ativacpoe por HHV-6 poderia

induzir maior replicacdo do CMV entre & d a 12 semanas poés-transplante, o
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presente estudo néo revelou aumento significa@mcdéncia de viremia por CMV
e nem de sua gravidade, porém ndo descarta um&uaveecessidade de terapia
especifica mais prolongada. Além do tamanho ampstiaaixo impacto clinico da
replicacdo precoce de HHV-6 sugerido pelo estuddepa ser decorréncia da
populacdo estudada, considerada de baixo riscogcipalmente por estar sob
acompanhamento preemptivo rigoroso para a infepgddCMV. E provavel que o
diagnostico e tratamento tardios da DCMV pudesgelae a interagdo negativa entre
esses dois agentes virdiFal idéia pode ser corroborada pela observacéquee
existe algum grau de resposta do HHV-6 ao gandigcl@mbora ndo exista um
tratamento anti-HHV-6 especifico, controlando denf@ precoce a atividade viral nos
pacientes sob tratamento para DCKH?

No presente estudo, todas as CV-HHV-6 foram corsildes significantes, de
forma que apresentar CV detectavel de HHV-6 namgiras 6 semanas poés-
transplante resultou em maior incidéncia de infesdiacterianas e fungicas, além de
maior necessidade de internacdes e tempo de pammam®dspitalar mais prolongado
ao longo dos primeiros 6 e 12 meses. Nao € clar@sefeccdes constituiram causa
ou consequéncia da permanéncia mais prolongadanémerae hospitalar. Definir tal
associacdo é de extrema importancia, uma vez le,npenos em receptores de
transplante hepético, as infeccdes fungicas téra sitportante causa de morbi-
mortalidade relacionada & infeccdo por HHV26?’Embora nenhum caso grave de
infeccdo fangica tenha sido observado na casuissitalada, que pudesse justificar a
maior necessidade de cuidados e permanéncia Haspéts: infec¢cdes diagnosticadas
devem ser consideradas quanto a necessidade g tendi-fiungica especifica, sua
toxicidade e interacbes farmacoldgicas com os agamunossupressores. Algumas

drogas anti-rejeicdo também foram associadas asccidés pos-transplante.
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Interessante foi o efeito paradoxal do MMF, apaeente aumentando o risco de
infeccdo ativa por CMV e reduzindo o risco de igix fungica. Somente uma
analise multivariada incluindo um nimero maior weividuos podera caracterizar a
independéncia de todos esses fatores de riscapaméeccdes pos-transplante.

Apesar do baixo risco imunoldgico inicial da amasselecionada (adultos
recebendo seu primeiro transplante) e do seu mauamanho, é provavel que a
principal limitacdo do presente estudo esteja nizagédo de metodologias distintas
para avaliar as diferentes infec¢Oes virais deesse: HHV-6 e CMV. Ambas, Ag e
gPCR, sao técnicas bem reconhecidas para estepfimm mensuram aspectos
diferentes de uma mesma condicéo: a replicacab'¥t&>**Como forma de atenuar
esse vies, foram analisadas ambas as infec¢coeblhids6 e por CMV de forma
qualitativa, sem excluir, contudo, o comprometiroetié analise de associacéo entre
as duas infecgdes virais.

Conforme demonstrado neste estudo, a valorizagdicacldas baixas CV tem
sido uma dificuldade generalizada, principalmentangio o objetivo é o diagndstico
precoce para evitar o desenvolvimento de sinaisu emtomas especificos
relacionados a infeccdo viral. Com relagdo a Ag, astudo prévio realizado em
nosso centro determinou que pacientes com >10-asépdsitivas indica risco para
DCMV, sugerindo a necessidade de tratam&htBste ponto de corte, quando
analisado através de gPCR, corresponde a >7208scdpiCMV/ml de sangue total,
muito semelhante ao ja descrito em outros centeograhsplante do mundo. E
importante ressaltar que, pelo menos ocasionalméiede até 3.000 copias/ml
podem ndo ser detectadas pelo teste dePepta forma, seria razoavel se considerar
gque as CV baixas de HHV-6 observadas no presentgloegindicando baixa

replicacéo viral) poderiam explicar a apresentagjéiica benigna dos eventos a ele
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associados. Todavia, até 0 momento ndo existecestrd definicdo de CV capaz de
diferenciar infeccao latente de infeccao ativa pétb/-6. *°

Corroborando os resultados apresentados, um inmp@réstudo recentemente
publicado por Humar e colaboradores (2009) desuarewea incidéncia de 31% de
infecgao ativa por HHV-6 entre 253 pacientes satatnento de DCMV. A mediana
da CV maxima foi 281 cépias/ml de sangue totaldseraramente maior do que
100.000 cépias/mif?3

Em resumo, esse estudo demonstrou que a repliafigaprecoce de HHV-6
apo0s o transplante renal parece ser pouco sigmicalinicamente, embora esteja
associada ao desenvolvimento mais frequente deciids bacterianas e fungicas,
além de maior numero de internacfes e permanéosgatalar mais prolongada no
primeiro ano poés-transplante renal. Tais evidénsiggerem ndo ser o HHV-6 um
virus indcuo, constituindo um provavel marcador dmunossupressao
excessivd:">*?* Todavia, atualmente, ndo ha razbes para 0 acoapemho
sistematico da infeccdo por HHV-6 em pacientes @giejam sob monitorizacdo de
CMV em estratégias preemptivas. A replicacdo predacHHV-6 ndo piora a funcao
e nem indica risco para perda do enxerto e/ou @lmtprimeiro ano pés-transplante
renal. O seu papel interferindo na infecgcdo peloVCli#éve ainda ser avaliado em

estudo incluindo maior nimero de casos.

Concluséo

Infeccdo latente por HHV-6 € altamente prevalemen®sso meio (>80%),
sendo mais comum entre os candidatos a transptantd do que entre 0s seus
doadores. A incidéncia de infeccdo ativa precoceepse virus apos o transplante foi

de 26%. Embora isso ndo tenha piorado o prognésacinfeccdo por CMV, foi
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associado a infecgbes bacterianas e fungicas maipentes, além de maior

necessidade de permanéncia hospitalar no primetr@pds-transplante renal.
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Figura 1: Cronologia da primeira evidéncia de reatvacao dos virus HHV-6 e CMV
ao longo das primeiras 6 semanas e entre & 4 12 semanas pds-transplante,

respectivamente.
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HHV-6 (1°-6° sem): 75,0% até a 42 sem (9/12)

CMV (4°-12° sem): : 94,2% até a 82 sem (33/35)



101

Tabela 1. Caracteristicas demograficas e sua assagio com infeccdo ativa pés-transplante por HHV-gor CMV e por ambos,

respectivamente.

Caracteristicas Geral HHV-6* CMV** HHV-6+ — CMV+ ***
Demograficas N=46 Positivo (n=12) Negativo (n=34) Positivo (n=35) Negativo(n=11) Sim(n=8)  NAao(n=38)
n (%) n (%) n (%) P n (%) n(%) P n (%) n (%) P
Doador Falecido 27 (58,7%) | 5(41,7) 14 (41,2) 97 13(37,1) 6 (54,5) 0,30 3(37.5 16 (42,1) 0,999
Transplante
Rim+Pancreas 3 (6,5%) 2 (16,7) 1(2,9) 0,162 1 (2,8) 2 (18,2) 0,138 1 (12,5) 2 (5,3) 0,444
Terapia de Inducéo 18 (39,1%) 5(41,7) 13 (38,2) @83 14 (40,0) 4 (36,4) 0,999 3(37,5 15 (39,5 0,999
Esquema
Imunossupressor Iniciaf 0,282 0308 0,93]
CyA-MMF-Pred 26 (56,5) 5 (41,7) 21 (61,8) 23(65,7) 3(27,3) 4 (50,00 22(57,8)
CyA-Aza-Pred 14 (30,4) 4 (33,3) 10 (29,4) 9(257) 5(454) 3 (37,5) 11 (28,9)
Rapa-FK-Pred 4 (8,7) 2 (16,7) 2 (5,9 2 (57) 2(18,2) 1(12,5) 3(7,9)
CyA-Aza 1(2,2) 1(8,3) 0 1(2,9) 1(9,0) 0 1(2,7)
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MMF-FK 1(2,2) 0 1(2,9) 19p 0 (217)
Imunossupressores:
Micofenolato 27 (58,7) 5 (41,7) 22 (64,7) 0,163 | 24 (68,6) 3(27,3) 0,0324(50,0) 23 (60,5) 0,700
Azatioprina 15 (32,6) 5 (41,7) 10 (29,4)  0,436| 9 (25,7) 6 (54,5  0,07%3 (37,5) 12 (31,5) 0,999
Ciclosporina 5 (10,9) 10 (83,3) 31(91,2) 0,594|32(91,4) 9 (81,8) 0,580 7 (87,5) 34(89,5) 0,999
Tacrolimo 5 (10,9) 2 (16,7) 3(8,8) 0,594| 3(8,6) 2 (18,2) 0,580 1 (12,5) 4(10,5) 0,999
Sirolimo 5 (10,9) 2 (16,7) 3(8,8) 0,594| 2(5,7) 3(27,2)  0,0801 (12,5) 4(10,5) 0,999
Disfuncéo Inicial do
Enxerto® 22 (47,8) 5 (41,7) 17 (50,0) 0,619 | 17 (37,7) 5(45,4) 0,857 3 (37,5) 19 (50,0) 0,702

* Comparagéo entre pacientes com e sem infece@® @PCR-HHV6) por HHV-6 entre & & 6 semanas pos-transplante.

** Comparagao entre pacientes com e sem infec¢é@a @ig-CMV) por CMV entre a 4e 17 semanas pos-transplante.

*** Comparacao entre pacientes com e sem infectiga simultanea por CMV e HHV6 apds o transplante.

#CyA: ciclosporina; MMF: micofenolato mofetil; Pregrednisona; Rapa: sirolimo; FK: tracolimo; AZAz#tioprina.

## necessidade de dialise na primeira semana @dsptante.

@ RR=2,5 (0,9-6,7).
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Tabela 2: Desfechos clinicos no primeiro ano pésansplante conforme a ocorréncia de infeccéo ativagcoce por HHV-6, por CMV

ou por ambos os virus, respectivamente.

Desfechos Clinicos no% Geral gPCR-HHV6 Ag-CMV HHV-6+ — CMV+ ***
Ano Pos-Transplante N=46 Positivo (n=12) Negativo (n=34) Positivo (n=35) Negativo(n=11) Sim (n=8) N&ao (n=38)
n (%) n (%) n (%) P n (%) n(%) P n (%) n (%) P
Rejeicdo Aguda 26 (56,5) 9 (75,0) 17 (50,0) (®18 | 17 (48,6) 9 (81,8) 0,082| 5 (62,5) 21 (55,3) 0,999
Outras Infeccoes:
Geral 33(71,7) |12 (100,0) 23(67,6) 0,044 | 25 (71,4) 8(72,7) 0,999 6 (75,0) 27 (71,0) 0,999
Bacterianas 32(69,5) |12(100,0) 20 (58,8) 0,009 | 23 (65,7) 9 (81,8) 0,460 8 (100,0) 24 (63,1) 0,085
Virais 39(84,8) |11(91,7) 28 (82,3) 0,657 | 35 (100,0) 4 (36,4) 0,001 | 8 (100,0) 31 (81,5) 0,325
Fangicas 12 (26,1) | 8(66,7) 4 (11,8) 0,801 | 10 (2,8) 2 (18,2) 0,701 6 (75,0) 6 (15,8) 0,002
Internagdes Hospitalares
(Mediana, Minimo-Maxima)
Numero Total 1° ano 3,0(1-6) | 4,0(2-6) 2,5 (1-6) 0,0013,0 (1-6) 2,0(1-5) 0,103 4,5 (3-6) 3,0 (1-6) 0,001
Dias I internag&o* 20,0 (7-69) | 19,5 (14-69) 20,5 (7-57) 0,68820,0 (7-69) 20,0 (14-57) 0,897 18,0 (14-69) 21,0 (7-57) 0,459
Dias 1™ 6meses 33,5 (14-108) | 40,0 (25-108) 29,5 (14-104) 0,03340,0 (15-108) 25,0 (14-99) 0,094 50,5 (25-108) 31,5 (14-104) 0,049
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Dias T ano 42,5 (14-156)| 80,0 (33-120) 29,5 (14-156) 0,0@5,0 (15-156) 25,0 (14-99) 0,246 85,0 (40-128),5 (14-156) 0,002
Perda do Enxerto# 12 (26,1) | 3 (25,0) 9(26,5) 0,999 10 (28,6) 11 (18,2)  0,701(1a,5) 11 (28,9) 0,66(
Obito# 6 (13,00 | 4(11,98) 2(16,7) 0,644| 5(14,3) 1(9,0) 0,992 (12,5) 5 (13,1) 0,99¢

Ag-CMV: antigenemia para CMV (4 a 1&manas pdés-transplante). Ag-CMV positiva = indiecgtiva por CMV.

gPCR-HHV6: reacdo em cadeia da polimerase em teegbojuantitativa para HHV-6. gPCR-HHV6+ = infecgiiva por HHV-6.
* internacéo pds-cirurgia do transplante.

# desfecho analisado em todo o acompanhamentagsplante (2002 a 2009).

o: RR=2,7 (1,2-6,0)

B: RR=5,6 (2,0-15,3)

y: RR=4,7 (2,1-10,9)

8: RR=1,5(1,1-1,9)

& RR=1,6 (1,2-2,0)
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6.0 CONSIDERACOES FINAIS

A prevaléncia de infec¢éo latente por HHV-6 e/ou\C&lelevada em receptores
e em doadores de transplante renal, bem como edoi@sade banco de sangue.
Todavia, a infeccao latente por HHV-6 é significathente mais frequente entre os
receptores do que entre os doadores antes daagalizdo transplante, sem
associagao entre os padrdes soroldgicos desteg-tderpesvirus.

A incidéncia cumulativa de infecgéo ativa precpoe HHV-6 nas primeiras 6
semanas € da ordem de 26% em transplantes remai®a®o risco imunoldgico.
Infecc@o priméria ocorre em 37% dos receptorespiantados sem infec¢édo previa e
reativacdo e/ou reinfeccdo em 24% dos transplastado IgG especifica pré-
formada. Infec¢éo ativa por ambos os virus — HHY@&MV -, cada um analisado no
seu periodo de risco maximo, ocorreu em 17% datamdsfeccdo ativa apenas por
HHV-6 ocorreu em 9%, apenas por CMV em 59% e oule® permaneceram
negativos para ambos. O presente estudo ndo apinder estatistico suficiente para
comprovar o0 beneficio da avaliacdo soroldégica deVHdH pré-transplante na
determinacdo do risco de infeccdo ativa postedomo ja relatado por outros
autores.

A atividade precoce do HHV-6 ndo parece aumentarseo relacionado a
infeccdo ativa por CMV nos primeiros 3 meses pasgplante quando se emprega
estratégia preemptiva de diagnéstico e tratamearta @ infeccao citomegalica. Nao
se observa aumento da incidéncia de infeccdo ptiv€MYV ou de outros virus, nem
de DCMYV e nédo induzem Ag maxima mais elevada.

Todavia, o0 HHV-6 ndo é um virus inécuo apds o frkamge renal. A evidéncia

de replicagdo ativa precoce do HHV-6 pode funciocamo um marcador de
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imunossupressao excessiva devido a sua associaggwimeiros 6 e 12 meses a: a)
maior incidéncia de infecgBes bacterianas e fusgea) maior necessidade de
permanéncia hospitalar. A independéncia destes fdtores (HHV-6 e/ou outras
infecgcBes) como causa de internacdo, assim comgestsio de que este virus pode
induzir necessidade de tratamento mais prolongada@MVV merecem ser avaliados
em estudo com maior nimero de pacientes.

Os resultados apresentados corroboram o baixo tmmdinico da replicagédo
ativa precoce do HHV-6 apos transplantes renais baimo risco imunoldgico,
sugerindo ser desnecessdria sua monitorizacao eiratinquando se realiza
acompanhamento preemptivo para CMV. Todavia, embaocatenha sido objeto do
presente estudo, esse virus deve figurar no ditigoddiferencial durante quadros
clinicos atipicos pés-transplante e/ou com comptionesto do sistema nervoso

central, conforme demonstra a literatura atual.
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