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RESUMO

Wagatsuma, V. M. D. Reinfec¢do com diferentes cepas virais em criangas com infec¢ao
congénita pelo Citomegalovirus (CMV). 2010; 100 f. Tese (Doutorado) - Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, 2010.

O Citomegalovirus (CMV) é o agente causal mais frequente de infeccdo congénita no
homem, constituindo importante problema de saude publica em decorréncia da gravidade
das sequelas em longo prazo na infancia. E conhecido que criangas congenitamente
infectadas pelo CMV apresentam excrecdo viral prolongada com grande contribuicdo no
ciclo natural da infec¢do pelo CMV. Entretanto, ndo é conhecido se estas criancas albergam
uma Unica cepa do CMV ou se a reinfeccdo com novas cepas contribui para manutencado da
excrecdo viral prolongada. Para determinar a frequéncia de reinfeccdo e da mistura de
gendtipos (excregdo simultanea de duas ou mais cepas do CMV no mesmo sitio de
excrecdo), amostras seriadas de urina e saliva de 85 criangas com infeccdo congénita pelo
CMV foram coletadas prospectivamente até pelo menos quatro anos de vida. As diferentes
cepas foram classificadas por meio da analise do tamanho dos fragmentos de restricdo
(RFLP) em uma das quatro principais variantes genotipicas da glicoproteina B (gB) e, a
confirmacdo da mistura de cepas foi realizada pela PCR primer-especifica para as quatro
variantes da glicoproteina N (gN). A caracterizagcdo genotipica da glicoproteina B (gB) em
amostras de urina e saliva de criancas com infeccdo congénita no presente estudo
demonstrou que 44% das criangas haviam adquirido uma nova cepa ao final do quarto ano
de vida. Entretanto, uma parcela destas criancas apresentou evidéncias moleculares de
reinfeccdo por uma nova variante genotipica, sendo a de maior incidéncia de reinfec¢cdo por
uma nova cepa do CMV (20%), a faixa etaria dos dois anos de vida. A mistura de cepas na
mesma amostra foi confirmada em 19% das criangas que adquiriram uma nova cepa do
CMV. Corroborando com este achado, apds periodos de intermiténcia da excre¢do viral
observou-se que a maioria das criangas permanece excretando uma cepa com as mesmas
caracteristicas daquela adquirida intradtero, ou seja, a reativagao da cepa latente é mais
frequente quando comparada a reinfec¢do por uma nova cepa do CMV [4/30 (13%) vs.
26/30 (87%); p < 0,0001). Ainda com relagdo a ocorréncia de reinfecgdo, com excegdo da
idade de inicio do convivio em creches (média de 2 anos + 1 ano; OR = 11,92; 1C95% 1,21-
285,72) e do numero de pessoas na mesma casa no periodo do nascimento (média de 4
pessoas; OR = 4,33; IC95% 1,24 — 15,21), nenhum dos fatores de risco avaliados mostrou
associagao com a aquisicao de uma nova cepa do CMV. A elevada frequéncia de reinfecgao
associada a média da idade de inicio do convivio em creche e/ou instituicdo e o nimero de
pessoas na mesma casa ao nascimento implicam que a reinfeccdo estd associada a frequente
exposicdo a um grande numero de cepas circulantes. Entretanto, a prevaléncia de um maior
numero de criangas que apresentaram reativacdo da cepa enddgena sugere que a excrecao
viral por longos periodos em criangas congenitamente infectadas pelo CMV pode estar
associada persisténcia da infeccdo da cepa adquirida no periodo intradtero.

Palavras chave: Citomegalovirus, CMV, infeccdo congénita, reinfeccdo, reativacdo,
persisténcia da excrecdo viral.



ABSTRACT

Wagatsuma, V. M. D. Reinfection with different strains in congenitally Cytomegalovirus
(CMV) infected children. 2010; 100 f. Tese (Doutorado) - Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto, Universidade de Sao Paulo, 2010.

Cytomegalovirus is the major cause of congenital infection, constituting an important
public health problem due to long term sequel gravidity during infancy. It is known that
congenitally CMV infected children present a prolonged viral shedding contributing to the
natural cycle of the infection by CMV. However, it is not known whether these children are
infected with one strain or if the reinfection with new strains contributes to prolonged viral
shedding maintenance. To determine the frequency of reinfection as well as the frequency
of mixture of genotypes (one or more CMV strains at the same excretion site
simultaneously), serial urine and saliva samples of 85 congenitally CMV infected children
with at least four years of life were prospectively collected. Different strains were classified
through restriction fragment length polymorphism (RFLP) analysis in one of the four major
glycoprotein B (gB) variants and, confirmation of mixture genotypes was performed by a
specific primer PCR for four glycoprotein N (gN) variants. In this study the glycoprotein B (gB)
genotypic characterization in urine and saliva samples from congenitally infected children
showed that at the end of fourth year of life 44% of children had acquired a new CMV strain.
However, part of these children presented molecular evidences of reinfection by a new
genotypic CMV variant, being the two years of life, the age range of higher incidence by a
new CMV strain (20%). The mixture of strains in the same sample was confirmed in 19% of
children who had acquired a new CMV strain. Corroborating with this finding, after viral
excretion intermittent periods it was observed that most of children persisted in excreting
the same strain acquired during pregnancy, indicating that the reactivation of latent strain is
more frequent when compared to reinfection with a new CMV strain [4/30 (13%) vs. 26/30
(87%); p < 0,0001). Regarding the reinfection occurrence, except for the starting age a child
goes to day care center (mean of 2 + 1 year; OR = 11,92; 1C95% 1,21-285,72) and number of
individuals at home at birth (média de 4 pessoas; OR = 4,33; 1C95% 1,24 — 15,21), none of
the risk factors evaluated were associated to the acquisition of a new CMV strain. The high
frequency of reinfection with a new CMV strain associated with the average age at a day
care center and number of individuals ath home at birth implies that reinfection is
associated to the frequent exposure to a large number of different circulating strains.
However, the prevalence of a greater number of children who presented reactivation of
endogenous strain suggests that prolonged viral shedding in congenitally CMV infected
children may be associated with the persistent infection caused by the acquired strains
during gestational age.

Key words: Cytomegalovirus, CMV, congenital infection, reinfection, reactivation,
persistence of viral excretion.
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1 INTRODUCAO

1.1 Histérico

A primeira descricdo do Citomegalovirus Humano (CMV) foi realizada por Jesionek
em 1904 a partir da observacdo de altera¢cdes morfoldgicas representadas pelo aumento do
volume celular devido a formacdo de inclusdes intranucleares e citoplasmdticas em células
de pulmao, rim e figado durante a biépsia de um feto prematuro morto (JESIONEK, 1904),
caracterizadas pela formacgao de um halo perinuclear branco e condensamento da cromatina
nuclear (Figura 1). No mesmo ano, Ribbert declarou ter observado células morfologicamente
similares em amostras de figado de um recém-nascido durante exames anatomopatoldgicos
no ano de 1881 (RIBBERT, 1904). Apesar de Goodpasture e Talbot terem proposto o termo
“citomegalia” em 1921 para caracterizar as alteragdes morfoldgicas observadas nas células
infectadas (GOODPASTURE; TALBOT, 1921), o relacionamento destas alteragcbes como
etioldgicas da infecgao viral foi realizado por Von Glahn e Pappenheimer em 1925. Neste
estudo, os autores descreveram células semelhantes as observadas em lesbes cutaneas
devidas ao Herpes Zoster e Herpes Genital em um paciente do sexo masculino, sendo esta a
primeira evidéncia de que estas alteracdes morfoldgicas estariam relacionadas a um dado
grupo de virus, hoje conhecido como Familia Herpesvirus (VON GLAHN; PAPPENHEIMER,
1925).

No inicio da década de 50, o termo “doenca de inclusdo citomegalica generalizada”
(CID) foi utilizado para descrever criancas com envolvimento sistémico (WYATT et al., 1950).
A identificacdo de células citomegalicas pré-mortem na urina de uma crianca e
subsequentemente em diversos érgaos foi demonstrada por Fetterman (FETTERMAN, 1952).
Em meados da década de 50, o uso da técnica de microscopia eletrénica permitiu a
descricdo de particulas virais livres no citoplasma e nas proximidades da inclusdo
intranuclear em células de pancreas (MINDER, 1953). Apesar de inUmeras vezes terem sido
identificadas células apresentando alteracdes morfoldgicas caracteristicas da infeccdo pelo
CMV, até meados da década de 50 ndo era possivel realizar o isolamento do CMV humano

em cultura celular. Entretanto, o isolamento do poliovirus humano por Enders et al. (1949)
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em cultura de células embriondrias humanas trouxe novas expectativas. O CMV foi
primeiramente isolado em células humanas por Margareth Smith, em 1955, a partir de
glandulas salivares de um paciente que havia evoluido para ébito.

Posteriormente, em 1956, o CMV foi novamente isolado a partir do tecido renal de
uma crianga diagnosticada com CID (SMITH, 1956). Casualmente, o primeiro virus isolado a
partir de um hospedeiro vivo ocorreu durante a tentativa de isolamento do parasita
Toxoplasma gondii a partir de uma bidpsia de figado de um recém-nascido com
hepatoesplenomegalia, calcificagdes cerebrais e coriorretinite. A cultura celular quando
analisada demonstrou a presenca de células “inchadas”, “gigantes”, caracteristicas da
citopatologia ocasionada pelo CMV. A continuidade de estudos envolvendo esta cepa —
denominada Davis — levou os pesquisadores a concluir a descoberta do agente causal da
doenca de inclusdo citomegdlica, o Citomegalovirus (WELLER, 1957; 1970). A propagac¢ao do
CMV em cultura de células propiciou o preparo e desenvolvimento de métodos diagndsticos,

bem como seu estudo in vitro.

1.2 Caracteristicas virais

O Herpesvirus Humano tipo 5 (HHV-5) ou Citomegalovirus (CMV) estd amplamente
distribuido, podendo ser encontrado em qualquer area geografica mundial, sendo
considerado o maior membro da familia Herpesviridae, com um didmetro variavel entre 120
e 200 nan6metros (nM). A familia Hespesviridae compreende mais de 100 diferentes
espécies de virus de DNA, dos quais oito sdo responsaveis por causar infeccbes em humanos
(van LINT; KNIPE, 2009). Dentre as caracteristicas comuns aos membros desta familia
podemos destacar a estrutura viral, cujo genoma compde-se de um DNA linear de fita dupla,
envolto por capsideo icosaédrico recoberto por uma substancia amorfa denominada
tegumento e, um envelope viral contendo glicoproteinas em sua superficie (MOCARSKI;

SHENK; PASS, 2007), como mostra a Figura 1.
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Figura 1 — Estrutura viral. Representagdo esquematica da particula vira do CMV e seus componentes. Adaptado
de Reddehase (2006).

Com relagdo a classificacao desta familia, os herpesvirus humanos estdo subdivididos
em trés grandes grupos denominados subfamilias: Alfaherpesvirinae, Betaherpesvirinae e
Gammaherpesvirinae. Segundo o Comité Internacional de Taxonomia viral (ICTV, 2006), o
CMV pertence a subfamilia Betaherpesviridae, que por sua vez é composta pelos géneros
Citomegalovirus (HCMV), Muromegalovirus (MCMV), Roseolovirus (HHV-6) e pelo proposto
Proboscivirus (EIHV-1). Todos os membros desta subfamilia caracterizam-se por seu
conteudo e organizacdao gendmica, pelo ciclo replicativo relativamente longo, pela formacao
de alteracdes morfoldgicas tipicas na célula infectada, caracterizadas pelo aumento do
volume celular além de possuirem uma gama restrita de hospedeiros, ou seja, sdo altamente
espécie-especificos. Devido esta peculiar caracteristica, os Unicos membros capazes de
causar doeng¢a ao homem sao o CMV e HHV-6. Assim como os demais membros desta
familia, apds a infecgao primaria, o CMV é capaz de estabelecer laténcia em diferentes
tecidos do organismo, tais como glandulas salivares, tecido renal, pulmao, glandulas
mamarias e células sanguineas, em especial mondcitos, macréfagos e, células precursoras
hematopoéticas presentes na medula dssea. Entretanto, ainda ndao esta claro de que forma
o genoma viral em sua forma latente mantém sua capacidade profilerativa (PELLET;

ROIZMAN, 2007; REVELLO; GERNA, 2010).
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1.2.1 Estrutura viral e genémica

A particula viral do CMV possui estrutura complexa e caracteristica dos Herpesvirus
cujo diametro varia entre 200 e 300 nM. A organizacdo do genoma inclui duas regides
distintas, sendo a de maior extensdo denominada seguimento longo (U,), e a menor,
seguimento curto (Us), flanqueadas por repeticdes internas e terminais (IR/TR.), como
mostra a Figura 2. A recombinagdao entre estas duas regides durante o ciclo replicativo
promove a formacdo de quatro formas isoméricas equimolares e independentemente
infecciosas, como mostra a Figura 2 (MOCARSKI; SHENK; PASS, 2007). O genoma viral possui
aproximadamente 235 mil pares de bases (pb) e mais de 200 sequéncias abertas de leitura
(ORF) conservadas nos cinco diferentes isolados clinicos ja sequenciados (MURPHY et al.,
2003; DOLAN et al., 2004). As cepas laboratoriais ja sequenciadas, Towne (CHA et al., 1996) e
AD169 (DOLAN et al., 2004), sdo compostas por mais de 140 genes sendo 80 essenciais para

0s mecanismos de replicacdo em fibroblastos humanos (Figura 3).
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Figura 2 — Representag¢do esquematica do processo de isomerizagdo entre as duas regides que compdem o
genoma do CMV, levando a formacdo de quatro formas isoméricas equimolares.

O genoma do CMV encontra-se envolto por um nucleocapsideo icosaédrico formado
por 162 capsdmeros com aproximadamente 130 nM de diametro. Uma substancia amorfa
denominada tegumento ou matriz estd localizada entre o cdpside e o envelope viral
mantendo a a ligacdo entre estas estruturas (MOCARSKI; SHENK; PASS, 2007). Cerca de 20 a
25 proteinas constituem o tegumento, muitas das quais ainda ndao possuem funcdes
definidas (MOCARSKI, COURCELLE, 2001). Aproximadamente 12 proteinas estruturais estdo

contidas no tegumento viral, sendo a mais abundante entre elas a pp65, também conhecida
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como ppUL83 (produto génico da ORF UL83), utilizada como marcador nos ensaios de
antigenemia, com a finalidade de promover um rapido diagndstico da infeccdo pelo CMV,
especialmente em individuos imunocomprometidos tais como transplantados renais e
pacientes com AIDS. Outros constituintes do tegumento incluem as proteinas pp71 (UL82),
atua como transativador da expressdo génica e a pp150 (UL32), uma das mais abundantes
do envelope viral, altamente imunogénica, muito utilizada como marcador antigénico em
ensaios imunoenzimaticos (Elisa) para deteccdo de anticorpos contra este virus.
Adicionalmente, esta substancia amorfa apresenta em sua constituicdo proteinas que estdo
presentes menos representativamente tais como actinas, tubulinas e anexinas e, em
pequenas quantidades, RNA viral e celular (MOCARSKI; SHENK; PASS, 2007).

As proteinas do tegumento desempenham papel importante durante a entrada do
virus na célula e maturagao da particula viral e estdao subdivididas em duas classes
funcionais. A primeira classe de proteinas desempenha importante papel estrutural na
montagem e desmontagem da particula viral durante o mecanismo de entrada do virus da
célula hospedeira. Estas proteinas podem, ainda, estar envolvidas nos primeiros passos dos
processos de desmontagem do capsideo e liberacdo do genoma viral no nucleo da célula
bem como no término da montagem do capsideo e sua liberagdo para o citoplasma da célula
hospedeira. O segundo grupo de proteinas atua na modulacdo da resposta imune celular a
infeccdo viral, inativando os mecanismos de repressao transcricional da célula hospedeira
levando a alteragdes no ciclo replicativo da célula infectada, promovendo uma adaptacdo do

microambiente celular para a replicagdo viral (MOCARSKI, 2004).
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Figura 3 — Representa¢do esquematica do mapa genético da cepa AD169 do Citomegalovirus humano
(Adapatado de Davison et al., 2003a). As inversGes que se repetem nas sequéncias terminais (TR) e
internas (IR) dos seguimentos longo (UL) e curto (US) destacam-se em por¢Ges mais espessas que
os seguimentos. Regides que codificam proteinas estdo indicadas por setas e, os nomes dos
respectivos genes estdo listados abaixo. As diferentes cores indicam o “status” das diferentes
familias de genes. Retangulos pretos indicam as duas regides aqui estudadas, UL55 e UL73,
situados na regido denominada seguimento longo.
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Recentemente foram identificados duas diferentes classes de RNA associadas a
particula viral. A primeira classe de RNA identificados é composta por dois segmentos de
aproximadamente 300 e 500 nucleotideos cada que, por sua vez, podem estar relacionados
ao inicio da replicagdo do material genético viral, independentemente dos eventos
relacionados a transcricdo génica (PRICHARD et al., 1998). A segunda classe de RNA inclui
RNA mensageiro (RNAm) viral e celular. Utilizando-se da tecnologia de microarray,
Bresnahan e Shenk (2000) identificaram um subgrupo de transcritos virais que sao
“empacotados” juntamente com a particula viral e liberados na célula hospedeira logo apds
a infeccdo. Os autores observaram que a liberacdo deste RNAm na célula recém-infectada
imediatamente apds a entrada do virus, favorece o inicio da expressao génica mesmo na
auséncia de transcricdo. Com relagdo a sua fungdo e localizagdo na particula viral, ainda ndo
é possivel afirmar ao certo. Aparentemente, estes RNA estdo relacionados a manifestacdo de
funcdes relativamente precoces no ciclo replicativo viral, antes mesmo de o genoma do CMV
tornar-se um transcrito ativo. Adicionalmente, estes RNAm podem desempenhar papel
estrutural contribuindo para a montagem e organizagdao das proteinas do tegumento viral
(BRESNAHAN; SHENK, 2000).

Uma dupla camada lipidica associada a moléculas de glicoproteinas em sua superficie
compoem o envelope viral. Estas glicoproteinas ddo origem a trés complexos distintos
denominados gCl, gCll e gClll. As proteinas que compdem estes trés complexos sao
comumente conhecidas como glicoproteina B (gB), gH/gL, gM/gN, respectivamente (BRITT;
BOPPANA, 2004; COMPTON, 2004). Os genes que codificam estas proteinas sdo essenciais
para a replicacdo viral (DUNN et al., 2003; YU; SILVA; SHENK, 2003). O gene UL55 codifica a
gB, que por sua vez é o Unico constituinte do complexo gCl. Esta glicoproteina é uma das
mais conservadas, desempenhando importante papel nos mecanismos de entrada do virus
na célula hospedeira, transmissdo célula-célula, na fusdo das células infectadas e,
possivelmente como sinalizador no direcionamento da progénie viral para a superficie apical
da célula (GRUNDY et al., 1987), além de ser o principal alvo dos anticorpos neutralizantes.
Assim como a gB, o complexo formado pelas glicoproteinas M e N também se liga a célula
hospedeira via heparan sulfato, atuando na interagdo do virus com a superficie da célula
hospedeira (MACH et al., 2000). Da mesma maneira, o complexo gClll atua no mecanismo de
fusdo do envelope viral com a membrana da célula hospedeira (COMPTON, 2004;

VANARSDALL et al., 2008).
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1.2.2 Variabilidade genética

Cepas de isolados clinicos e cepas laboratoriais do CMV apresentam polimorfismo em
diversas regides do genoma (CHOU, 1990; WALKER et al., 2001; CHOU; DENNINSON, 1991).
Previamente ao desenvolvimento de métodos moleculares baseados na reagdao em cadeia da
polimerase (PCR), a identificacdo das diferentes cepas era realizada pela andlise dos padrdes
de restricao enzimatica de todo o genoma viral, o que tornava o método muito laborioso
(HUANG et al., 1980b). O uso da hibridizacdo com sondas subclonadas do CMV reduziu a
qguantidade de DNA viral necessario (DREW et al., 1984; SPECTOR et al., 1984; ADLER, 1985;
CHOU, 1986; 1989). Entretanto, estes métodos eram dependentes da propagacao in vitro do
virus. Diferentes métodos utilizados em biologia molecular tais como a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), a determinagcdo dos padrdes de restricdo enzimdtica ou a andlise do
sequenciamento nucleotidico, tém permitido a diferenciacdo das cepas em um grande
nuimero de isolados clinicos e propiciado a realizacdo de diferentes estudos, para propdsitos
epidemioldgicos, verificacdo de reinfeccGes ou coinfecgdes por multiplas cepas ou para a
busca de associacdes potenciais com a patogénese da reinfec¢cdo. Estudos com individuos
imunocomprometidos envolvendo genes descritos como conservados demonstraram a
existéncia de grande variacdo nucleotidica em regides especificas destas ORFs, que
propiciam da diferenciacdo entre cepas, porém sem alteracdes em relacdo a capacidade
replicativa e ao reconhecimento antigénico (ZWEYGBERG WIRGART et al., 1998; LURAIN et
al., 1999). O avanc¢o no desenvolvimento das técnicas de biologia molecular associado ao
polimorfismo de diferentes regides do genoma viral permitiu a classificacdo das diferentes
cepas dentro de uma mesma espécie, por meio da observacdo de padrdes baseados em
pequenas diferencas na sequéncia de DNA. Entretanto, algumas regibes apesar de ndo
apresentam estas diferengas demonstram uma natureza altamente polimdrfica, o que
permite a determinacdo das variantes genotipicas, denominadas genadtipos.

A hipervariabilidade do gene UL55, que codifica a glicoproteina B (gB), tem sido o
foco de diferentes estudos epidemioldgicos moleculares (BALE et al., 2001; LUKACSI et al.,
2001; RASMUSSEN et al.,, 2003; HUMAR et al.,, 2003). Através do sequenciamento
nucleotidico, Chou e Dennison (1991) determinaram a sequéncia codificadora da gB,

localizada entre os cddons 384 e 717 (sequéncia de bases 1150-2151). A 4rea de maior
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variabilidade compreende os cddons 448-481, onde as diferentes cepas do CMV adotam
uma das quatro principais variantes genotipicas. Nesta regido estd contido o sitio de
clivagem da gp55 (cédon 461), os epitopos reconhecidos pelos anticorpos neutralizantes
virais (codons 461-480) e a regido transmembrana (codon 715). Apds analise da sequéncia
de 12 cepas de isolados clinicos e duas cepas laboratoriais, Towne e AD169, observou-se que
a identidade molecular entre as cepas de um mesmo grupo variou entre 98,6% a 99,9%, e
entre grupos diferentes de 88% a 95%. Desta forma, baseado na variabilidade genética desta
regido, as diferentes cepas virais podem ser classificadas em quatro principais variantes
genotipicas (gB1, gB2, gB3 e gB4), através da analise de seus polimorfismos (RFLP). Um
quinto gendtipo gB foi identificado por Shepp et al. (1998) em oito cepas isoladas de cinco
pacientes com AIDS, apresentando uma homologia de 79 a 91% com os gendtipos ja
conhecidos. Posteriormente, Trincado et al. (2000) identificaram outras duas variantes
genotipicas da glicoproteina B (gB6 e gB7) também pelo método da endonuclease de
restri¢cao, a partir de cepas isoladas de 18 criangas com infecgdo congénita e 49 com infecgao
perinatal. Apods andlise do sequenciamento nucleotidico, os gendtipos gB6 e gB7 mostraram
uma identidade de 97% com os gendtipos gB3 e gB1 respectivamente, sugerindo serem
variantes destes.

A comparacdo entre diferentes cepas do CMV ja sequenciadas demonstrou que
apesar destas apresentarem alto grau de identidade, de aproximadamente 95%, grandes
variagoes nucleotidicas foram observadas ao longo de todo o genoma viral (CHANDLER et
AL., 1986). Embora diferentes regides ja tenham sido descritas como polimérficas, pouco se
conhece sobre seus papéis na patogénese, no tropismo celular, na reinfeccdo e nos
mecanismos de laténcia e persisténcia da infecgao viral.

Baseado no polimorfismo do gene que codifica a glicoproteina B, a andlise sequencial
de diferentes cepas do CMV isoladas de criangas jovens e que frequentavam creches por
Bale et al. (1996), demonstraram que 19% (7/37) das criangas apresentaram evidéncias de
reinfeccdo por uma nova cepa, apesar do predominio de uma Unica cepa ter sido observado.
Destas, cinco apresentavam coinfeccdo e duas, cepas com gendtipos diferentes foram
identificadas em sitios de excrecdo distintos, sugerindo que a reinfeccdo com novas cepas
virais pode ser um evento comum em crianc¢as que frequentam creches. Em Ribeirdo preto,
estudo prévio realizado por nosso grupo (YAMAMOTO et al., 2007) demonstrou que a

reinfeccdo por diferentes gendtipos gB do CMV nao ocorre frequentemente em lactentes
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jovens com infecgao congénita por CMV durante o primeiro ano de vida. Entretanto, a
analise de apenas uma regido do genoma do CMV para verificacdo de reinfeccdo com cepas
diferentes pode ter subestimado a real frequéncia, uma vez que nao foi possivel determinar
se uma crianca infectada pela cepa gB2, por exemplo, reinfectou-se com outra cepa gB2,
diferente daquela que foi adquirida intradtero. Outro aspecto seria a protegdo conferida a
ocorréncia de uma nova infeccdo pelos altos niveis de anticorpos especificos contra o CMV,
recebidos da made ou naturalmente produzidos pela crianca infectada no primeiro ano de
vida. Desta maneira, o estudo de uma Unica regido do genoma viral e o monitoramento por
apenas um ano pode ndo permitir a determinacdo da real frequéncia de reinfeccio em
criangas com infeccdo congénita (DAL MONTE et al., 2004; TANAKA et al., 2005).

Outra ORF que tem recebido especial atencdo em estudos epidemioldgicos e sobre a
patogénese da infecgao pelo CMV é a UL73. Esta por sua vez apresenta homologia estrutural em
relacdo aos demais membros da familia Herpesvidae e é responsavel por codificar uma proteina
glicosilada de aproximadamente 138 aminodcidos, presente no envelope viral, denominada
glicoproteina N (gN) ou pp73. Estudo prévio desenvolvido por Dunn et al. (2003) demonstrou
que este gene desempenha papel essencial no mecanismo de replicacdo viral in vitro, em
associacdo com a gM. A gN é uma glicoproteina transmembrana expressa durante a fase tardia
do ciclo replicativo do CMV, no reticulo endoplasmatico da célula e, estd presente nas
membranas da célula infectada, assim como no envelope das novas particulas virais (DAL
MONTE et al.,, 2001; PIGNATELLI et al., 2002) e, capaz de induzir a producdo de anticorpos
neutralizantes virais no hospedeiro (MACH et al., 2000; DAL MONTE et al., 2001). A maioria das
substituicGes, que compreendem os polimorfismos mais frequentes, ocorre na porgdo N
terminal desta proteina, que se encontra externamente ao envelope viral (PIGNATELLI; DAL
MONTE; LANDINI, 2001; PIGNATELLI et al., 2002). As porcGes transmembrana e C terminal sdo
altamente conservadas entre as diferentes cepas do CMV, o que sugere sua importancia para a
replicacdo e manutencdo da integridade da particula viral.

Em 2001, a ORF 73 foi totalmente sequenciada a partir de quatro cepas laboratoriais
(AD169, Towne, Davis e Toledo) e 38 amostras clinicas de urina, saliva, sangue e liquido
amnidtico, obtidas a partir de diferentes grupos de pacientes (PIGNATELLI; DAL MONTE;
LANDINI, 2001). Apds comparagdo entre as diferentes cepas, os autores observaram que a
porcdo 5’ terminal desta ORF (nucleotideos 1-261) é altamente polimdrfica e que as variantes

identificadas estdo agrupadas em quatro grupos principais: gN1, gN2, gN3 e gN4, sendo estes
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dois ultimos subagrupados em gN3a e gN3b e gN4a, gN4b e gN4c, respectivamente (PIGNATELLI
et al., 2003). Apesar da grande identidade molecular (80 - 100%) observada entre os grupos, um
alto grau de divergéncia entre eles, de aproximadamente 50% (ZWEYGBERG WIRGART et al.,
1998; RASMUSSEN et al., 2002) foi observado, sugerindo que a gN é mais variavel que as demais
glicoproteinas de superficie presentes no envelope do CMV. Adicionalmente, nenhuma
associacao filogenética entre os gendétipos gB e gN foi observada.

A hipdtese de que a gN é mais polimdrfica que as demais glicoproteinas presentes no
envelope viral pode representar uma ferramenta util para diferenciacio de cepas e

identificacdo da infeccdo por multiplas cepas do CMV.

1.3 Replicagao viral

Apesar do CMV ter a capacidade de replicar-se em um vasto numero de células do
organismo hospedeiro, seu ciclo replicativo é relativamente lento, com liberacdo da
progénie viral aproximadamente 48 a 72 horas ap6s a infeccdo da célula hospedeira. A
replicacdo viral inicia-se com a ligacdo das glicoproteinas do envelope viral a receptores
especificos presentes na superficie celular. Algumas evidéncias sugerem a importancia dos
trés complexos glicoproteicos presentes do envelope viral (gCl, gCll e gClll) durante a adesao
e entrada do virus na célula hospedeira. Dentre elas, a glicoproteina B destaca-se durante o
processo de adsorgao do virus a célula hospedeira ao ligar-se a uma proteoglicana heparan
sulfato presente na superficie celular. Apesar de diferentes estudos identificarem outros
possiveis candidatos a receptores celulares especificos tais como a 2 microglobulina
(MOCARSKI; SHENK; PASS, 2007), a anexina Il (PIETROPAOLO; COMPTON, 1999), a
aminopeptidase N — CD13 (GREDMARK et al., 2004), a glicosil-fosfatidilinositol — GPI
(RAHBAR; SODERBERG-NAUCLER, 2005), o receptor do fator de crescimento epidermal
(WANG et al.,, 2003), as integrinas (FEIRE; KOSS; COMPTON, 2004), ainda ndo existem
trabalhos comprovando a existéncia de outros receptores especificos do CMV. A entrada o
virus na célula hospedeira se da por duas vias: a primeira delas e melhor caracterizada, por
meio da fusdao da membrana celular com o envelope viral e, a segunda, por endocitose. Esta

segunda via de entrada foi demonstrada apenas em sistemas in vitro, em diferentes
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linhagens celulares. No entanto, a importancia desta via na infecgdo natural ainda nao foi
elucidada (van LINT; KINPE, 2009).

A fusdo do envelope viral com a membrana celular célula promove a liberacdo do
nucleocapsideo do virus no citoplasma da célula hospedeira. J& no citoplasma, o
nucleocapsideo viral associa-se a uma rede de microtubulos citoplasmaticos facilitando sua
translocagdo ao nucleo da célula (DOHNER; SODEIK, 2004), onde o DNA viral é inserido por
meio de poros presentes na membrana nuclear, assumindo sua forma circular. Uma vez no
nucleo, a RNA polimerase Il celular inicia o processo de transcricdo do genoma viral,
resultando na expressdo de mais de 80 proteinas virais. As proteinas do tegumento
permanecem no citoplasma da célula e, aquelas que compdem o capsideo viral, sdo
transportadas para o nucleo da célula, promovendo uma desestabilizacdo do RNA
mensageiro (MRNA) do hospedeiro e consequente interrupcdo da sintese de proteinas
celulares, seguida pela traducdo preferencial das proteinas virais (van LINT; KINPE, 2009).

Assim como outros Herpesvirus, o CMV regula sua expressdao génica de forma
coordenada. Os diferentes genes sao classificados como precoce imediato, precoce e tardio,
de acordo com a cinética de expressdo e condi¢cdes sob as quais sdo transcritos. O ciclo
replicativo do CMV pode ser dividido em trés fases sendo que na fase o, ou precoce ocorre a
transcricdo dos genes precoce imediato (IE), responsdveis pela regulacdo da expressdo
génica do CMV (SWEET, 1999; LANDOLFO et al., 2003). A expressdo das proteinas da fase
precoce ocorre de duas a quatro horas apds a infeccdo, sendo necessarias para a ativacdo de
genes das fases precoce e tardia da infecgdo. A fase § ou precoce depende dos transcritos da
fase precoce imediata para dar inicio a replicacdo do DNA viral, bem como a sintese de
proteinas estruturais do tegumento e de proteinas envolvidas na evasdo do sistema
imunoldgico. Na fase y ou tardia, ocorre a sintese da maioria das proteinas estruturais que
contribuem para a montagem da nova particula viral. Consecutiva a expressdo dos genes
tardios, ainda no nucleo da célula hospedeira, ocorre a montagem do nucleocapsideo viral,
composto pelo capside e pelo material genético do virus (van LINT; KINPE, 2009).

Em seguida, o nucleocapsideo viral é liberado para o citoplasma da célula, contido
por um envelope primario, adquirido durante sua travessia pela membrana nuclear. Uma
vez no citoplasma, desencadeia-se o processo de desnudamento, liberando o
nucleocapsideo diretamente no citoplasma da célula infectada. Neste momento, proteinas

do tegumento tais como a ppl50 associam-se a este complexo, assim como pequenas
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quantidades de proteinas e RNA celulares. Apds o “envelopamento final”, a particula viral
madura é carreada no interior de uma vesicula até a superficie celular, sendo liberada para o

exterior da célula pelo mecanismo de exocitose.

1.4 Patogénese da infecgdo pelo CMV

A transmissao do CMV para individuos susceptiveis esta associada ao contato direto
com secrecOes contendo o virus e a longos periodos de excrecdo observados em criancas
congenitamente infectadas ou que adquiriram a infeccdo logo apds o nascimento
(MOCARSKI; SHENK; PASS, 2007). A doacdo de sangue e hemoderivados, o transplante de
medula déssea e érgdos soélidos e, a transmissdo sexual também constituem fontes de
transmissao horizontal do CMV. Com relagdo a transmissao vertical, esta pode ocorrer ainda
no periodo intrauterino, durante o parto mediante contato com secrec¢des do cérvix uterino
contendo o virus ou apds o nascimento, pelo aleitamento materno.

A infeccdo primaria inicia-se apds a replicacdo viral na mucosa epitelial devido
contato prévio com secregdes contendo o virus. A fase sistémica da infecgdo caracteriza-se
pela ocorréncia de viremia seguida pela disseminacdo viral para diversos orgdos e tecidos do
hospedeiro, acompanhada de uma persistente excrec¢do viral na urina, saliva, leite e em
secre¢Oes genitais que perdura por longos periodos, mesmo apds o estabelecimento da
resposta imune adaptativa. Esta persisténcia pode ser observada por meses em adultos e
durante anos em criangas jovens, supostamente devido a uma resposte imune celular menos
efetiva nestes individuos (van LINT; KNIPE, 2009). Modelos animais envolvendo o CMV
murino (MCMV) demonstram que o virus utiliza-se de mondcitos bem como células
leucocitdrias imaturas da medula éssea como veiculos para facilitar sua disseminacao
sistémica, principalmente para as glandulas salivares, rins e outros tecidos. A fase sistémica
da infeccdo esta associada a excrecdo viral na saliva, urina, leite e secrecdes genitais por
longos periodos apds o inicio da resposta imune adaptativa, persistindo por meses em
adultos e anos, em criangas (MOCARSKI; SHENK; PASS, 2007; van LINT; KNIPE, 2009).

A patogénese da doenca causada pelo CMV estd diretamente relacionada ao estado

imunoldgico do hospedeiro. Os mecanismos da resposta imunoldgica inata e adaptativa controlam
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a infeccdo viral aguda, mantendo o CMV em laténcia e modulando a reativacdo (HENGEL; BRUNE;
KOSZINOWSKI, 1998). Um prolongado periodo de infeccdo primaria sugere um equilibrio entre a
resposta imunoldgica do hospedeiro e o virus, o que caracteriza o quadro geral da patogénese da
infeccdo pelo CMV. E conhecido que a imunidade prévia ao CMV n3o protege contra a reinfeccdo
por uma nova cepa e que, apesar de pouco frequente em individuos imunocompetentes, a doenca
causada pelo CMV pode ocorrer em decorréncia da infecgdo primdria ou da reinfeccdo, seja pela
reativacdo da cepa enddgena ou pela aquisicdo de uma nova variante genotipica. Individuos
imunologicamente comprometidos tais como portadores do virus da imunodeficiéncia humana -
HIV, imunossuprimidos ou com resposta imune imatura sdo mais susceptiveis a infeccdo pelo CMV
(MOCARSKI, 2004).

A habilidade do CMV em evadir-se dos mecanismos de resposta imune do hospedeiro é
devida em parte a expressdo de genes que interferem nesta resposta (PASS, 2002). Cerca de 25
produtos génicos estdo envolvidos na modulacdo do sistema imunoldgico em resposta a
infec¢dao pelo CMV, seja inibindo a apoptose ou interferindo nos mecanismos de processamento
e apresentacao de antigenos pelas moléculas de MHC classe |, degradacdo de moléculas de MHC
classe I, inibicdo da acdo de células natural killer (NK), inibicdo do processo de lise mediada pelo
complemento e interferéncia no processo de degradacdo proteossomal (HENGEL; BRUNE,

KOSZINOWSKI, 1998; MOCARSKI, 2002; SISSONS et al., 2002; VOSSEM et al., 2002).

1.5 Infecgdo congénita pelo CMV

O CMV é considerado o principal agente causador de infeccdo congénita em
diferentes paises (KENNESON; CANNON, 2007; SEALE; BOOY; MacINTYRE, 2009, com uma
prevaléncia entre 0,5 e 2% (DEMMLER, 1996). A infecgdo congénita pelo CMV resulta da
disseminacdo viral por via hematogénica ou transplacentaria, na qual o virus infecta as
células da decidua e consequentemente, da placenta e do Utero podendo ocasionar
alteragdes vasculares nesta regido. Estas alteragdes podem levar ao aparecimento de sinais e
sintomas em diferentes niveis, desde a restricdo do crescimento intrauterino até mesmo a
morte (ISTAS et al., 1995; PEREIRA; MAIDIII, 2008). Diferentes vias de transmissdao podem

levar o virus até o feto. Utilizando-se das células sanguineas maternas, principalmente
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leucdcitos, o virus alcanga o citotrofoblasto (conjunto de células responsaveis pela
ancoragem da placenta ao Utero) e por disseminacao retrograda, o CMV infecta as células
presentes no liquido amnidtico, que subsequentemente podem ser deglutidas pelo feto
(FISCHER et al., 2000). Desta forma, o CMV inicia sua replicacdo na orofaringe fetal e
posteriormente, alcanca a circulacdo fetal (RAYNOR et al., 1993).

A infeccdo congénita pode resultar tanto de infeccdo materna primdria ou
recorrente, seja pela reativacdo ou pela reinfeccdo por uma nova cepa viral (BOPPANA et al.,
2001). A importancia da recorréncia materna na transmissdo ao feto foi proposta
inicialmente pela ocorréncia da infeccdo congénita em gestacdes consecutivas de uma
mesma mae (SCHOPFER; LAUBER; KRECH, 1978). Mais tarde, a transmissdao congénita do
CMV foi confirmada em mulheres previamente imunes ao virus em gestacGes anteriores
(STAGNO et al.,, 1982). No entanto, a ocorréncia de infeccdo congénita em filhos de
mulheres previamente imunes ao CMV foi atribuida, nestes estudos, a reativacdo da cepa
latente. Recentemente, Boppana et al. (2001) demonstraram que a reinfec¢do por uma nova
cepa pode resultar na transmissdo ao feto, uma vez que mulheres ja imunes ao CMV e com
evidéncias de reinfeccao durante a atual gestacao, transmitiram o virus a seus filhos.

Aproximadamente 5% a 10% das criangas identificadas com infec¢do congénita pelo
CMV apresentam-se sintomaticas ao nascimento, podendo manifestar um ou mais dos
seguintes sintomas: ictericia, hepatoesplenomegalia, petéquias, microcefalia, calcificacdes
intracranianas, hipotonia e letargia. No periodo neonatal, cerca de 85% a 90% das criancas
congenitamente infectadas sdo assintomaticas (BOPPANA et al., 1992; AHLFORS; IVARSSON;
HARRIS, 1999; NOYOLA et al., 2001; JONES, 2003; STAGNO; BRITT, 2006; MUSSI-PINHATA et
al., 2009). A parcela entre 10% e 20% das criancas com infec¢cdo congénita, sintomaticas ou
assintomaticas no periodo neonatal, poderdo desenvolver algum tipo de sequela
neuroldgica durante a infancia (AHLFORS; IVARSSON; HARRIS, 1999; NOYOLA et al., 2001;
ROSS et al., 2006; STAGNO; BRITT, 2006). Uma das sequelas tardias mais importantes em
decorréncia da infeccdo congénita pelo CMV ¢é a surdez neurossensorial. O
comprometimento auditivo pode ser observado em até 10% a 15% das criangas
congenitamente infectadas; ja entre as sintomaticas, estes indices podem alcancgas até 65%
(WILLIAMSON et al., 1992; FOWLER; BOPPANA, 2006), sendo que a manifestacdo da surdez

ocorre mais precocemente e com maior gravidade entre as sintomaticas (PASS et al., 2006).
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2 JUSTIFICATIVAS DO ESTUDO

O Citomegalovirus (CMV) é considerado a causa mais frequente de infecgdo
congénita no homem e um importante problema de saude publica devido a gravidade das
sequelas em longo prazo na infancia (PANNUTI et al., 1985; DEMMLER et al., 1994; FOWLER
et al., 1999; YAMAMOTO et al., 2001). Ao contrario do observado em individuos adultos
imunocompetentes, cuja excregao viral cursa geralmente de forma intermitente e com curta
duracdo (SMITH et al, 1993; SHEN et al., 1993; REVELLO et al, 1998), criancas com infeccdo
congénita pelo CMV excretam o virus por longos periodos na urina e saliva (STAGNO et al.,
1983; NOYOLA et al., 2000).

A viruria e a excregdo viral salivar, observadas em todos os lactentes jovens com
infeccdo congénita, representam um importante papel no ciclo natural da transmissdo do
CMV, especialmente para mulheres em idade fértil e individuos portadores de alguma
deficiéncia imunoldgica. E conhecido que a replicacio do CMV na saliva e/ou urina ocorre
por tempo prolongado, a despeito da resposta imunoldgica contra o virus produzida
naturalmente pelas criangas com infeccdo congénita. Entretanto, ndo é conhecido se estas
criangas albergam uma Unica cepa do CMV ou se a reinfeccdo com novas cepas contribui
para manutenc¢do da excregdo viral prolongada.

Existem relatos de coinfeccdo por multiplas cepas do CMV em pacientes
imunocomprometidos tais como portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV),
pacientes submetidos a transplante de &rgdos e mulheres portadoras de doencas
sexualmente transmissiveis (DSTs) (CHANDLER et al., 1987; COAQUETTE et al.,, 2004;
AQUINO; FIGUEIREDO, 2000; SOWMYA; MADHAVAN, 2009; MANUEL et al., 2009), indicando
qgue a infeccdo prévia ndo proteja contra novas infeccdes com cepas distintas. Da mesma
maneira, estudo mais recente demonstrou a ocorréncia de infec¢do congénita pelo CMV em
filhos de mulheres imunocompetentes e previamente imunes ao virus que adquiriram uma
nova cepa durante a gestacao (BOPPANA et al., 2001). Entretanto, a frequéncia deste evento
em lactentes infectados congenitamente ndo é conhecida. Estudos prévios envolvendo
criangas atendidas por creches demonstraram que a reinfeccdo possa estar relacionada a

exposicdo constante a diferentes cepas virais (BALE et al.,, 1996), no entanto, a excrecdo
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simultanea de diferentes cepas ndo é comumente observada (ADLER et al., 1988; ADLER et
al., 1991).

Considerando-se que criangas portadoras da infeccdo congénita pelo CMV
apresentam imunidade prévia a cepa adquirida intraltero e, comumente excretam o virus
por longos periodos na urina e na saliva, esta populagdao de individuos caracteriza-se como
modelo ideal para estimar a frequéncia de reinfeccdo por novas cepas virais.
Adicionalmente, a identificacdo de possiveis fatores de risco associados a reinfeccdo por
novas cepas do CMV podem contribuir para o desenvolvimento de estudos epidemioldgicos.

O estudo da reinfeccdo por novas cepas do CMV em individuos previamente imunes
tais como criancas com infeccdo congénita, podera fornecer evidéncias que possam
contribuir para novos estudos sobre a patogénese da infeccdo e sobre o desenvolvimento de
vacinas. Considerando-se que a imunizagao possa ser um meio potencial de controlar e
prevenir casos de doencas associadas ao CMV, da transmissdo congénita e prevenir suas
consequéncias, seria de grande importancia documentar a extensdao e consequéncias da

reinfecgdo por diferentes cepas do CMV em individuos previamente imunes.
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3 OBJETIVOS DO ESTUDO

3.1 Objetivo geral

e Verificar a ocorréncia de reinfecgao por diferentes cepas do CMV em criangas com

infeccdo congénita

3.2 Objetivos especificos

e Verificar a frequéncia de reinfecgao com novas cepas virais do CMV em criangas com

infeccdo congénita, do nascimento até pelo menos quatro anos de vida.

e Verificar a frequéncia da excrecdo simultdnea de mais de uma cepa do CMV, em

criangas com infecg¢dao congénita, durante os primeiros quatro anos de vida.

o Verificar se a excrec¢ao viral prolongada, frequentemente observada em criangas com
infeccdo congénita pelo CMV, decorre da reativacdo da cepa enddgena ou se é

secunddria a ocorréncia de reinfec¢ao por uma nova cepa.

e |dentificar possiveis fatores de risco associados a ocorréncia de reinfeccdo por uma

nova cepa do CMV.
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4 CASUISTICA E METODOS

4.1 Populacgdo de estudo

Neste estudo foram incluidas 85 criangas com infeccdo congénita pelo CMV, identificadas
por meio de triagem neonatal, contemplando o periodo de Margo de 2003 a Dezembro de 2007.
Todas as criancas foram acompanhadas prospectiva e longitudinalmente por uma equipe médica,

no Ambulatério de Infecgbes Congénitas e Perinatais (ICOP) do HCFMRP-USP.

4.2 Aspectos Eticos

Este estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa do HCFMRP-USP,

processos numero: 4782/2002 e 9145/2004 (Anexo 1).

4.3 Critérios para defini¢do da infec¢do congénita pelo CMV

Foram consideradas portadoras da infeccdao congénita pelo CMV aquelas criangas nas
quais foi confirmada a deteccdo do DNA viral em pelo menos duas amostras distintas de
saliva e urina. Confirmou-se o diagndstico de infeccdo congénita pelo isolamento viral em
cultura de fibroblastos humanos imortalizados, em pelo menos uma amostra de urina e

saliva, obtidas nas primeiras trés semanas de vida destas criangas.

4.4 Criterios de inclusdo

Foram incluidos recém-nascidos portadores da infeccdo congénita pelo CMV, os quais

maes e/ou responsaveis concordaram em participar do acompanhamento médico no ICOP,
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possibilitando a coleta seriada de amostras de urina e saliva e, que apresentassem adesao ao

seguimento (Anexo 2).

4.5 Coleta e preparo das amostras

Durante as visitas de acompanhamento destas criancas no ICOP, programou-se a
coleta seriada de amostras de urina e saliva a cada trés meses durante o primeiro ano de
vida e a cada seis meses, a partir do primeiro ano de vida destas criancas, com uma variacao
de mais ou menos um més. Nos casos de ndo comparecimento as consultas de
acompanhamento no ICOP, uma nova data para o retorno da crianga era agendada por um
dos membros da equipe médica e, enviado correspondéncia para informar a familia.

As amostras de urina foram coletadas com cuidados de assepsia, utilizando-se sacos
coletores hipoalergénicos. As amostras de saliva foram obtidas com auxilio de swab estéril,
colocado na face interna da bochecha destas criangas. Apds umidificacdo, os swabs foram
transferidos para tubos contendo meio de transporte (MEM Earle, Cultilab). Todas as
amostras eram mantidas e transportadas até o laboratdrio sob refrigeracdo e, processadas
imediatamente apds seu recebimento. Apds processamento e identificacdo com o niumero
da crianca no protocolo de estudo, todas as amostras foram armazenadas a -20°C.

As amostras de urina e saliva foram submetidas a PCR, sem tratamento prévio,
apenas fervidas a 942C durante seis minutos e resfriadas imediatamente a 42C. Todas as
amostras de urina e saliva coletadas durante o periodo de seguimento destas criangas foram
submetidas a PCR de duas etapas com primers que amplificam parte do gene codificador da
gB (AQUINO; FIGUEIREDO, 2001; CHOU; DENNISON, 1991; TOROK-STORB et al., 1997).
Amostras sem tratamento prévio e que ndo apresentassem amplificagio do material
genético do CMV pela PCR, foram submetidas a extragao de DNA utilizando um kit comercial
(QlAmp DNA Blood Mini Kit, Qiagen, Alemanha), seguindo as especificacdes do fabricante.
Apds extragao do DNA gendmico, estas amostras foram novamente submetidas a PCR para
verificacdao da presenca do DNA do CMV.

Todas as amostras que apresentaram amplificacdo génica pela gB, foram

posteriormente submetidas a determinagao genotipica pela gB.
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4.6 Critérios para determinagdo de reinfecg¢do

Uma vez identificado um gendtipo gB diferente do observado ao nascimento, uma
segunda amostra de saliva e urina eram coletadas, no intervalo de aproximadamente um
més apds a identificacdo de nova cepa, para confirmar a ocorréncia de reinfeccdo. A
reinfeccdo foi definida pela identificacdo de um novo gendtipo gB, quando comparado a
ultima detecgdo genotipica idéntica a do nascimento, em amostras diferentes de urina e/ou
saliva coletadas subsequentemente. Para definir o momento da ocorréncia de reinfeccao
por uma nova cepa do CMV, calculou-se a média entre as idades da ultima deteccdo com o
mesmo genodtipo identificado ao nascimento e, da primeira deteccdo com o novo gendtipo
gB. O encontro de uma mistura de gendtipos, ou seja, a identificacdo de dois padrdes
diferentes de restricdo foi interpretada como excrecdo simultdnea de mais de uma cepa

viral, como mostra a Figura 4.

Mpb gB2u gB1u gB1/gB2u Mpb
18m 2allm 4abm
A A A
r N N\ N

100 pb
50 pb

239 202 239 202 239 202
63 100 66 67 63 99,
36 36

Figura 4 — Gel de agarose 1000 a 1,8%, demonstrando a excregao simultdnea de mais de uma cepa do CMV. Ao
nascimento, esta crianga excretava o gendtipo gB1 e, em amostra coletada aos 18 meses, podemos
observar a presenga de um gendtipo gB diferente do identificado ao nascimento. Posteriormente,
aos 2 anos e 11 meses, a mesma variante genotipica do nascimento foi identificada e, aos 4 anos e
seis meses, a excrec¢do simultdnea destas duas variantes - gB1/gB2. Mpb — marcador de pares de
bases (25bp).
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Amostras de urina e/ou saliva identificadas com excre¢do simultanea de diferentes
genotipos gB foram submetidas a PCR cepa especifica para variantes genotipicas da gN,
buscando confirmar a presenca de mais de uma cepa viral. A Figura 5 exemplifica a
confirmacdo da excrecdo simultdnea de diferentes gendtipos gN naquelas amostras que

apresentaram mais de uma variante genotipica da gB.

100 pb

100 pb

Figura 5 — Gel de agarose a 2%. Ensaio confirmatdrio da excre¢do simultanea de diferentes gendtipos. Mpb —
marcador de pares de bases (100bp); 1 — amostra de urina caracterizada com o gendtipo gB1; 2 —
amostra de urina caracterizada com os gendtipos gB1/gB2; 3 — controle positivo da reagdo:
amostras de leite previamente caracterizadas para cada uma das variantes genotipicas da gN; 4 —
controle negativo. (A) — PCR cepa especifica para os gendtipos gN1 e gN2. (B) — PCR cepa especifica
para os genotipos gN3 e gN4.
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4.7 Critérios para definicdo da frequéncia de reinfec¢do e da frequéncia de

reativagdo apdos um periodo de intermiténcia da excregdo viral

O periodo de intermiténcia foi definido pela interrupcdo da excrecdo Vviral,
identificada pela auséncia de amplificacdo génica em amostras de urina e/ou saliva, seguida
da uma nova excregao viral detectavel.

A reinfeccdo, apds um periodo de intermiténcia, foi definida pela identificacdo de um
gendtipo gB diferente do identificado no periodo do nascimento, em pelo menos duas
amostras diferentes e consecutivas de urina e/ou saliva.

A reativacdo apds intermiténcia foi definida pela identificacdo de um genétipo gB

idéntico a cepa adquirida no periodo intrauterino.

4.8 Identificacdo de possiveis fatores de risco associados a ocorréncia de reinfecgdo

em criangas com infec¢do congénita pelo CMV

Informacdes sociodemograficas foram coletadas por meio de questionario
(APENDICE A), buscando identificar fatores de risco que possam estar contribuindo para a
ocorréncia de reinfecgdo por diferentes cepas. Estas informagdes foram comparadas entre
criangas que apresentaram reinfecgdo por uma nova cepa do CMV e aquelas que
mantiveram a excrec¢do da cepa adquirida intrautero. Os fatores de risco avaliados foram:
frequentar ou n3o creche e/ou instituicdo, com que frequéncia (em dias) e por quanto
tempo (em horas) a crianga permanecia na creche, idade de inicio do convivio em creches, o
numero de criancas e de cuidadores na mesma sala, por quanto tempo a crianca recebeu
aleitamento materno, com relagdo ao uso de chupeta e mamadeira, a idade de inicio e
término de uso, a ocupacdo materna atual e no periodo do nascimento e, o nimero de
ocupantes na mesma casa no periodo do nascimento, considerando-se adultos e criancas
menores e maiores de dois anos. Estas informacdes foram coletadas de 46 criancas com
infeccdo congénita pelo CMV inseridas em banco de dados elaborado no programa Epi

Info™ 2008, Centers for Disease Control and Prevention (CDC), versio 3.5.1, de acesso
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gratuito (http://www.cdc.gov/epiinfo). A coleta das informagcBes ocorreu mediante
entrevista realizada pela prépria pesquisadora as maes e/ou responsaveis por cada crianca,

durante as visitas de acompanhamento realizadas no ICOP.

4.8.1 Métodos laboratoriais

4.8.1.1 PCR de duas etapas para detecgdo do DNA do CMV (semi-nested-PCR)

Todas as amostras foram analisadas pela semi-nested PCR com o objetivo de verificar
a persisténcia da excrecdo viral, bem como realizar a caracterizacdo das variantes
genotipicas da gB.

Na primeira etapa da reacdo, foram utilizados os iniciadores externos gB-1319 (CHOU;
DENNISON, 1991) e gB-1676 (TOROK-STORB et al., 1997). Um microlitro (uL) do produto
amplificado foi submetido a uma segunda etapa com os iniciadores internos gB-1319 e gB-1604
(CHOU; DENNISON, 1991). Para a realizagdo da PCR, foi feita uma mistura de rea¢do contendo
solugdo tampao 50mM de KCl e 20mM de Tris HCI, com pH 8,5 ; 1,5mM de MgCI2; 150uM de
cada um dos trifosfatos de desoxinucleotideos; 15 picomoles de cada um dos iniciadores e 1U de
Taq DNA-polimerase (Invitrogen Life Technologies). A esta mistura de rea¢do foram adicionados
individualmente 5 pL de saliva e 2 L de urina, com volume final de reagao de 50uL. A mistura de
reacao foi submetida a 94 2C por 2 min, 55 2C por 90 seg e 72 2C por 2 min seguido por 34 ciclos
de 94 °C por 60 seg, 55 2C por 90 seg e 72 2C por 120 seg, com uma extensao final de 10 min a
72 °C. Uma aliquota de 1 pL do produto amplificado nesta primeira etapa foi submetida a uma
segunda reagdo com os primers internos gB-1319 e gB-1604, com produto final de 296 pares de
bases (pb). A mistura de reacdo foi submetida a 30 ciclos de 94 2C por 60 seg, 55 °C por 60 seg e
729C por 60 seg, seguidos ao final por 3 min a 72 eC.

Em todas as reagdes foram utilizados como controles positivos amostras de urina de
criangas identificadas em estudos anteriores como tendo infeccdo congénita pelo CMV
através do isolamento viral em cultura de fibroblastos humanos. Amostras de agua

deionizada foram utilizadas como controles negativos. Todas as reagdes foram
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criteriosamente realizadas segundo o protocolo de KWOK; HIGUCHI, 1989, para evitar

eventual contaminacdo e resultados falso-positivos.

Tabela 1 — Sequéncia nucleotidica dos primers utilizados na semi-nested PCR.

Nome do Regido génica
Seqiliéncia Tamanho
primer que amplifica
gB-1319* 5'TGGAACTGGAACGTTTGGC3’
ORF UL55 (gB) 350pb
gB-1676 2 5'TGACGCTGGTTTGGTTGAATG3’
gB-1319 ! 5'TGGAACTGGAACGTTTGGC3’
ORF UL55 (gB) 296pb
gB-1604 ! 5’GAAACGCGCGGCAATCGG3’

gB — glicoproteina B . pb — pares de bases." CHOU; DENNISON, 1991. ° TOROK-STORB et al., 1997.

4.8.1.2 Detecgdo dos produtos amplificados

Para a detec¢do dos produtos amplificados, 10uL do produto de PCR foram
analisados por eletroforese em gel de agarose a 2% e corado com brometo de etidio
0,5ug/mL, visualizados a luz ultravioleta e fotografados utilizando-se equipamento de foto

documentag¢do MiniBis Pro (DNR Bio-Imaging System:s, Israel).

4.9 Caracterizagcdo molecular das cepas do CMV baseado na variabilidade genética

da glicoproteina B (gB)

Uma aliquota de 10 pL do produto amplificado obtida na semi-nested PCR, com
aproximadamente 296 pares de bases (pb), foi submetida a digestdo com as enzimas Rsal e Hinfl
(Invitrogen, EUA) a 37°C por pelo menos duas horas, segundo especificagdes do fabricante. Os

respectivos gendétipos foram determinados através da analise do tamanho dos fragmentos de
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restricdo (RFLP), segundo o esquema de Chou e Dennison (1991). Os perfis dos diferentes padrées

de restricdo enzimatica foram analisados em gel de agarose 1000 a 1,8% (Invitrogen, EUA).

Mpb gB2 gB2 Mpb

gB1 gB2
— A

Tamanho dos 239 202 239 202 239 202 239 202
Fragmentos 63 100 66 67 63 100 63 100
(pb) Rsal Hinf Rsal Hinf Rsal Hinf Rsal Hinf

Figura 6 - Determinagdo genotipica das cepas virais identificadas em amostras de urina e saliva através da
analise do polimorfismo dos diferentes fragmentos de restricdo, em gel de agarose 1000 a 1,8%.
Adaptado do estudo de Chou e Dennison (1991).

4.10 Caracterizagdo molecular das variantes genotipicas da glicoproteina N (gN)

Aquelas amostras com presencga simultdanea de mais de uma variante genotipica no
mesmo sitio de excrecdo, com base na caracterizacdo genotipica da gB, foram submetidas a
uma segunda PCR com primers especificos para cada uma das quatro variantes genotipicas
da glicoproteina N, para confirmar a presenca simultdnea de mais de uma cepa.

Na primeira etapa da reacao, foram utilizados primers consensuais para amplificacao
de um fragmento de aproximadamente 427 pares de bases. A partir do produto amplificado
na primeira etapa da reacdo, realizou-se uma diluicdo na proporc¢ao 1: 50. Dois L desta
diluicdo foram submetidos a quatro novos ciclos de reacdes, independentes, com primers
especificos para cada uma das quatro variantes genotipicas da gN.

Para realizacdao da PCR foi elaborada uma mistura de reagdo contendo solugdo tampao
50 mM de KCl e 20 mM de Tris HCIl, com pH 8,5; 1,5mM de MgCl2; 10mM de cada um dos

trifosfatos de desoxinucleotideos; 15 picomoles de cada um dos iniciadores e 0,75U de Taq DNA-
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polimerase (Invitrogen Life Technologies). A esta mistura de reagdo foram adicionados
individualmente 2,5 pL de saliva (ou DNA extraido) e um pL de urina, com volume final de reacdo
de 20 uL. A mistura de reagao foi submetida a 35 ciclos de 94 °C por 30 seg, 55 2C por 30 seg e
72 °C por 1 min, com uma extensao final de 7 min a 72 °C. Uma aliquota de 1 pulL do produto
amplificado nesta primeira etapa foi submetida a diluicdo 1/50 em agua e 2 plL desta diluigdo
foram adicionados a uma segunda reacdo com os primers especificos para cada uma das
variantes genotipicas. A mistura de reacdo foi submetida a 30 ciclos de 94 2C por 30 seg, 66 2C
por 30 seg e 722C por 60 seg, seguidos ao final por 3 min a 72 oC.

Foram utilizadas como controles positivos, DNA extraido a partir de amostras de
positivas de leite materno de mulheres transmissoras da infeccdo congénita pelo CMV,
identificadas em estudo prévio. Amostras de dgua deionizada foram utilizadas como
controles negativos. Todas as reagdes foram criteriosamente realizadas segundo o protocolo

de KWOK; HIGUCHI, 1989, para evitar eventual contaminacao e resultados falso-positivos.

Tabela 2 — Primers utilizados para amplificacdo génica da gN, como ensaio confirmatério da
ocorréncia de coinfeccdo por diferentes cepas do CMV.

Nome do Regido génicaque Tamanho do
Sequéncia
Primer amplifica fragmento

Primers Consensuais

gNC-F 5'GGC GGT GGT GTG ATG GAG TG3’

ORF UL73 (gN) 427pb
gNC-R 5’AAT AGCCTTTGG TGG TGG TTG C3’

Primers Especificos

gN1-F 5'GTC AAC CTC TGC AAC TAC ATC AAA G3’

ORF UL73 (gN) 187pb
gN1-R 5'CGC CTT GTA AAA ATC ATC GTT C3’
gN2-F 5’CCT TTT GAT TAT ATC GGC GGT A3’

ORF UL73 (gN) 119pb
gN2-R 5’TTGTTACGCTCG TAG TTG GTT TACTC3’
gN3-F 5'CAA CCT CCG CAA CTA CGT TAA AA3’

ORF UL73 (gN) 98pb
gN3-R 5’GGT CGT ACT CAT CGT AGT TGT CGT AGT3’
gN4-F 5’TTC CAA CAATAC GTCGACTGCT3

ORF UL73 (gN) 83pb
gN4-R 5’CAA CAG TGC TTG CCT TCA CG3’

gN —glicoproteina N. F — sequéncia forward. R — sequéncia reverse. pb — pares de bases.



Casuistica e Métodos 49

4.11 Analise Estatistica

Para a analise dos resultados elaborou-se um banco de dados no programa Epi Info
2001, versdo 6.04d, Public Health Practice Program Office, Centers for Disease Control and

Prevention (CDC), de acesso gratuito (http://www.cdc.gov/epiinfo/Epi6/ei6.htm).

A associacdo entre os diferentes fatores de risco e a ocorréncia de reinfeccdo por
uma nova cepa do CMV foi verificada pelo modelo de regressao logistica univariada. Foram
calculadas as razdes de chances (odds ratio ) e os respectivos intervalos de confianca.

Para analise da ocorréncia de reinfeccdo construiu-se uma tabua de vida com dados

analisados pelo método produto limite ou de Kaplan-Meier.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizagdo da populagao de estudo

Do total de 85 criangas portadoras da infec¢cdo congénita pelo CMV, 51 eram do sexo
masculino e 34 do sexo feminino. As médias de peso ao nascer e idade gestacional
determinada pelo Capurro Somdtico foram 2678 gramas (+ 733 gramas) e 38 semanas (£ 3
semanas), variando entre 28 e 43 semanas, respectivamente. Com relacdo a idade
gestacional, 62 criancas foram consideradas a termo e 23 pretermo. Analisando-se o
desenvolvimento intrauterino, 62 foram consideradas adequadas para a idade gestacional
(AIG), 2 grandes para a idade gestacional (GIG) e 21, pequenas para a idade gestacional (PIG)
como mostra o Apéndice B.

Todas as 85 criangas foram acompanhadas por pelo menos 12 meses de vida e 25
continuaram em seguimento até o final do quarto ano, como pode ser observado no
Fluxograma 1. A Tabela 3 ilustra o numero total de criancas avaliadas por periodo e o
numero de criangas que perderam o seguimento em cada uma das faixas etarias, bem como
a mediana do niumero de avaliagdes (nUmero de amostras coletadas e processadas pela PCR)

e mediana da idade da crianca (baseado no momento da ultima detecg¢do genotipica).
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85 criangas

\4 \4 4 \4 Vv

3----| 4 anos

1----| 2 anos 2----| 3 anos 4----| 5 anos

85 criangas 81 criangas 55 criangas 37 criangas 25 criangas
em em em em em
seguimento seguimento seguimento seguimento seguimento

04 criangas 26 criangas 18 criangas
perderam perderam perderam

12 criangas
perderam

seguimento seguimento seguimento seguimento

Fluxograma 1 — Representacdo esquematica do acompanhamento longitudinal das 85 criangcas com infec¢do
congénita pelo CMV, salientando o nimero de criangas que se mantiveram e que perderam o
seguimento, por faixa etaria.
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Tabela 3 — Numero total de criangas avaliadas e que perderam o seguimento por faixa
etdria.

Faixa etaria Numero de Numero de Mediana do nimero Mediana da
criangas criangas que de avaliagOes da idade da crianga
avaliadas perderam o excregdo viral/crianga (variacao)

seguimento (variagao)
< lano 85 4 6 (3-11) 30 (8-59)

1--—--| 2 anos 81 26 2 (1-10) 30 (12-59)

2 -—--| 3 anos 55 18 2 (1-8) 45 (24-59)

3 ----]| 4 anos 37 12 2 (1-10) 51 (36-59)

4 —---| 5 anos 25 15 2 (1-4) 54 (48-59)

< 1 ano: compreende todas as criangas com idades entre zero e 11 meses e 29 dias de vida; 1--| 2 anos:

contempla aquelas criangas com idades entre 12 meses e 23 meses e 29 dias de vida, e assim sucessivamente.
* - a mediana da idade da crianga avaliada foi baseada na idade da ultima detec¢do genotipica.

5.2 Determinacgado da frequéncia de reinfeccdo por uma nova cepa do CMV baseado

na variabilidade genética da glicoproteina B (gB)

A ocorréncia de reinfecgao por uma nova cepa do CMV por faixa etaria foi observada
durante o primeiro ano em 6/85 (7%) das criangas seguido por um aumento para 20%
(15/75) na faixa etdria de um ano até < 2 anos. Apds este periodo, 13% (5/39) das criangas
na faixa etaria dos dois anos até < 3 anos adquiriram uma nova cepa do CMV, diminuindo
para 5% (1/21) das criancas aos trés anos de vida até < 4 anos, como mostra o Grafico 1. A
mediana da idade no momento de aquisicdo de uma nova cepa do CMV foi de 16,5 meses

(variacdo de 1,5 a 47,5 meses de vida).



Resultados 54

Frequénciarelativa da ocorréncia de reinfecgao por diferentes

cepas do CMV
15/75
20% 1
Py 5/39
15% 17~
%
6/85
10% 1~ / 1/21
yd
5% - 0/14
g A
/
0% +- . : : . .

<lano  1---| 2anos 2---| 3anos 3---| 4anos 4----| 5anos

Grafico 1 - Frequéncia relativa da ocorréncia de reinfecgdo (nimero de novos casos/ano) por uma nova cepa
do CMV nas diferentes faixas etarias.

A aquisicdo de uma nova cepa do CMV foi observada em 27 criancas durante o
periodo de seguimento até a idade de quatro anos. A frequéncia de reinfec¢do observada
neste periodo foi de 46% como mostra a Tabua de sobrevida abaixo, onde o percentual de
falhas representa as criancas que adquiriram uma nova cepa e o percentual de sobrevida
representa o percentual de criangas que mantiveram o mesmo gendétipo do CMV. O tempo
estimado da ocorréncia do evento de interesse, ou seja, a reinfeccdo foi determinado pela
media da idade da criangca no momento da ultima detec¢do do mesmo gendtipo do CMV e
da idade no momento da primeira detec¢do do novo gendtipo do CMV. Os dados marcados
com “*”sdo referentes as criangas que ndo tiveram reinfeccdo, mas que ndo continuaram o

seguimento até a idade de quatro anos, sendo considerados como censurados.
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Tabela 4 - Ocorréncia de reinfecgao pela aquisicdo de novas cepas do CMV pelo uso da tabua
de sobrevida de Kaplan-Meier).

Numero de falhas

Tempo % de Sobrevida % de Falhas (Numero de criangas Nur.nero de
. Censuras . o o . ~ ) criangas
(idade em meses) (sem reinfeccdo) (% de reinfecgdo) que tiveram seguidas
reinfeccdo)

0 1 0 0 85
2 0,9882 0,0118 1 84
0,9765 0,0235 2 83

5,5 0,9647 0,0353 3 82
8 * , , 3 81
8,5 0,9528 0,0472 4 80
10 * , , 4 79
10 * , , 4 78
10,5 0,9406 0,0594 5 77
11 0,9284 0,0716 6 76
11 * , , 6 75
11 * , , 6 74
12 0,9158 0,0842 7 73
12 * , , 7 72
12 * , , 7 71
12 * , , 7 70
12 * , , 7 69
12 * , , 7 68
13 , , 8 67
13 0,8889 0,1111 9 66
14 0,8754 0,1246 10 65
14 * , , 10 64
14,5 0,8617 0,1383 11 63
15 0,8481 0,1519 12 62
15 * , , 12 61
15 * , , 12 60
16 0,8339 0,1661 13 59
16 * , , 13 58
16 * , , 13 57
16,5 , , 14 56
16,5 0,8047 0,1953 15 55
17 * , , 15 54
17 * , , 15 53
17 * , , 15 52
17 * , , 15 51
17 * , , 15 50
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Numero de falhas

Tempo % de Sobrevida % de Falhas (Numero de criangas Nur.nero de
. Censuras . ~ o . ~ ) criangas
(idade em meses) (sem reinfeccdo) (% de reinfecgdo) que tiveram seguidas
reinfeccdo)
18 0,7886 0,2114 16 49
18 * , , 16 48
18 * , , 16 47
18 * , , 16 46
18 * , , 16 45
19 * , , 16 44
20 , , 17 43
20 0,7527 0,2473 18 42
21,5 0,7348 0,2652 19 41
22 0,7169 0,2831 20 40
23 * , , 20 39
23,5 0,6985 0,3015 21 38
24 , , 22 37
24 0,6617 0,3383 23 36
24 * , , 23 35
24 * , , 23 34
25 * , , 23 33
26 * , , 23 32
26 * , , 23 31
26 * , , 23 30
27 * , , 23 29
29 * , , 23 28
29 * , , 23 27
29 * , , 23 26
29,5 0,6363 0,3637 24 25
32 * , , 24 24
34 0,6098 0,3902 25 23
35 0,5833 0,4167 26 22
35 * , , 26 21
35 * , , 26 20
35 * , , 26 19
36 * , , 26 18
43 * , , 26 17
45 * , , 26 16
45 * , , 26 15
47,5 0,5444 0,4556 27 14

48 * ) ) 27 13
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Grafico 2 - Grafico de sobrevida proposto por Kaplan-Meier mostrando a frequéncia de reinfecgdao e os dados
censurados durante o periodo de seguimento.

5.3 Confirmagdo da ocorréncia de mistura de cepas distintas do CMV na mesma

amostra de urina e/ou saliva

Amostras clinicas de urina e/ou saliva de 8/27 (30%) criangcas com mistura de
genotipos foram submetidas a uma nova PCR com primers especificos para cada uma das
quatro variantes genotipicas da gN. A mistura de cepas foi confirmada em 5/27 criangas
(19%), sendo quatro na urina e uma, na saliva. Em outras trés criancas, uma Unica variante
genotipica gN foi identificada. Dentre as cinco criangas em que foi possivel confirmar a
presenga de mais de uma cepa do CMV, observamos que quatro excretavam os gendtipos
gB1/gB2 na urina e uma, os gendtipos gB2/gB3 na saliva. Com relacdo a diferenciacdo de
cepas pela gN, quatro das cinco criangas que excretavam as variantes genotipicas gB1/gB2
apresentaram os genotipos gN2/gN3 e uma, as variantes gN1/gN2/gN3/gN4. Outra crianca
excretando os gendtipos gB2/gB3 apresentou excrecdo das variantes gN2/gN4 da

glicoproteina N, como mostra a Tabela 5.
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Tabela 5 - Confirmagao da excregao simultanea de multiplas cepas do CMV, baseado na
variabilidade das glicoproteinas B e N.

Nascimento Excre¢ao simultanea de mais de uma cepa do CMV
Id c¢ Urina Saliva Urina Saliva Idade Gendtipos gN
M457 gB2 gB2 gB1/gB2 NA 2a7m, 4abm gN2/gN3
908 gB3 gB3 NO gB2/gB3 6m, 1labm gN2/gN4
3746 gB1 gB1 gB1/gB2 gB1 4m, 6m, 8m gN2/gN3
4056 gB2 gB2 gB1/gB2 gB1 1a2m, 1abm gN1/gN2/gN3/gN4
806 gB2 gB2 gB1/gB2 gB2 ladm, 1a7m gN2/gN3

NO — ndo obtido; NA — ndo amplificagdo génica..

Com relagdo ao grupo de criangas que mudaram de gendtipo, 19/27 (70%) criangas

apresentaram mudanca de gendtipo apenas na urina, 7/27 (26%) criancas na urina e na

saliva e, 1/27 (4%), apenas na saliva. Dentre as 27 criangas que demonstraram evidéncias de

reinfeccdo por nova cepa do CMV, oito apresentaram mistura de gendtipos na mesma

amostra (cinco casos gB1/gB2, sendo quatro na urina e um na saliva; trés casos gB2/gB3,

sendo um na urina, um na saliva e um na urina e na saliva). Dez criancas excretavam as duas

cepas concomitantemente, porém em amostras distintas. Estas criangas passaram a excretar

a nova cepa apenas na urina e mantiveram a excrecao da cepa adquiria intradtero na saliva.

As sete criancas remanescentes mantiveram apenas a excrecdo da cepa adquirida

recentemente tanto na urina quanto na saliva (Tabela 6).
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Tabela 6 - Manutengao da excregdo viral e ocorréncia de reinfec¢gdo em criangas com
infecgao congénita pelo CMV.

Gendtipo gB Nascimento Mudanga de genétipo gB Ultima Detecgdo

Caso Urina Saliva Urina Saliva Urina Saliva
3746 gB1 gB1 gB1/gB2 gB1 gB1/gB2 gB1
4056 gB2 gB2 gB1/gB2 gB2 gB1/gB2 gB2
806 gB2 gB2 gB1/gB2 gB2 gB2 gB2
M457 gB2 gB2 gB1/gB2 gB2 gB1/gB2 NA
60 gB1 gB1 gB2 gB1 gB2 NA
1150A gB1 gB1 gB2 NA gB1/gB2 NA
908 gB3 gB3 gB2/gB3 gB3 gB2 gB2
2593 gB3 gB3 gB2/gB3 gB2/gB3 gB2/gB3 gB3
M1271 gB3 gB3 gB3 gB2/gB3 gB3 gB2
2519 gB3 gB3 gB2 NA gB2 NA
2467 gB2 gB2 gB4 gB4 gB4 gB2
2761 gB3 gB3 gB1 gB1 gB1 gB3
M1467 gB1 gB1 gB2 gB2 gB2 gB1
M680 gB1 gB1 gB2 gB2 gB2 gB1
2367 gB3 gB3 gB1 gB1 gB1 gB3
1150B gB1 gB1 gB2 gB1 gB2 gB1
164 gB3 gB3 gB2 gB2 gB2 gB3
3647 gB4 gB4 gB1 gB4 gB1 gB1
3424 gB4 gB4 gB3 gB4 gB3 gB3

1637 gB3 gB3 gB2 gB3 gB2 gB2
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Gendtipo gB Nascimento Mudanga de genétipo gB Ultima Detecgdo

1899 gB1 gB1 gB2 gB1 gB2 gB2
1152 gB3 gB3 gB1 gB3 gB1 gB1
2775 gB1 gB1 gB2 gB1 gB2 gB2
2226 gB1 gB1 gB2 gB1 gB2 gB2
M1106 gB3 gB3 gB2 gB3 gB2 gB2
2244 gB2 gB2 gB1 gB2 gB1 gB1
956B gB2 gB2 gB1 gB2 gB1 gB1

5.4 Frequéncia de reativagdo e de reinfec¢do em criangas com infecgcdo congénita

pelo CMV, apés intermiténcia da excregdo viral

A intermiténcia da excrecdo viral foi observada em 30 criangcas com infeccao
congénita pelo CMV. Em 4/30 (13%) criangas com idade inferior a dois anos de vida, a
presenca de uma nova cepa do CMV foi identificada apds um periodo de intermiténcia,
caracterizando a ocorréncia de reinfecgdo. Em outras 26/30 (87%) criangas, a reativagdo da
cepa adquirida intradtero foi observada. Dentre estas criangas, 17/26 eram menores de dois
anos e outras 9/26, maiores de dois anos. Estes achados sugerem que a reativagdo da cepa
latente é mais frequente quando comparado a reinfec¢do por uma nova cepa do CMV [4/30
(13%) vs. 26/30 (87%); p< 0,0001]. A média da idade no momento da ocorréncia da
intermiténcia da excrecao viral foi de 1,5 anos + 1 ano. Ao térmico da coleta das amostras

para esta casuistica, todas as criancas avaliadas mantinham a excrecao viral.
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5.5 Fatores de risco associados a ocorréncia de reinfec¢do por uma nova cepa do

CMV em criancas congenitamente infectadas

Dados sociodemograficos de 46 criancas congenitamente infectadas pelo CMV foram
obtidos com auxilio de questiondrio. Dentre os questiondrios obtidos, 36 referem-se a
criangas com pelo menos trés anos completos de seguimento (17 criangas com reinfeccao
confirmada e 19 criancas que mantiveram a excre¢cdo do mesmo gendtipo) e outros 10, a
criangas que adquiriram uma nova cepa do CMV, porém sem terem completado o
seguimento até trés anos, seja por abandono de seguimento ou por ainda ndo possuirem
idade suficiente.

Dentre todas as varidveis analisadas, apenas a idade de inicio do convivio em creches
e 0 numero de pessoas na mesma casa no periodo do nascimento mostraram associacao
com a ocorréncia de reinfecgdo por uma nova cepa do CMV. Desta forma, criangas que
iniciaram o convivio em creches antes de completarem dois anos de vida podem ter 11,92
vezes mais chances (IC95% 1,21 — 285,72) de adquirirem uma nova variante genotipica do
CMV do que aquelas que iniciaram o convivio em creches apds os dois anos de idade.
Adicionalmente, criancas residentes em lares constituidos por quatro ou mais pessoas
podem ter 4,33 vezes mais chances (IC95% 1,05 — 10,75) de se reinfectarem por uma nova
cepa do CMV do que aquelas que convivem com um menor nimero de pessoas ha mesma

casa, como mostra a Tabela 6.
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Tabela 7 - Fatores de risco e associagao com a ocorréncia de reinfecgdo por uma nova cepa
do CMV

Mudanga de gendtipo gB
Fatores de Risco - - OR IC 95%
Sim Néo
N =27 N=19
Frequenta creche/instituicdo
N3o 4 (15%) 3 (16%) 1
Sim 23 (85%) 16 (84%) 0.93 0.14-6.21
Inicio de convivio em creche/instituicdo
<2 anos 11 (48%) 1(7%) 1
>2 anos 12 (52%) 13* (93%) 11.92 1.21-285.72
Tempo de permanéncia didria em
creche/instituicido
< 6 horas 14° (64%) 15 (94%) 1
> 6 horas 8 (36%) 1(6%) 8,57 (0,95; 77,57)
Numero de criangas no mesmo ambiente da
creche/instituicido
< 19 criancas 9% (41%) 6 (38%) 1
> 19 criangas 13 (59%) 10 (62%) 1.15 0.25-5.31
Numero de cuidadores por ambiente na
creche/instituicio
< 2 cuidadores 10 (43%) 11 (69%) 1
> 2 cuidadores 13 (56%) 5(31%) 2,86 (0,75; 10,93)
Tempo de aleitamento (meses)
< 6 meses 10 (37%) 12 (63%) 1
> 6 meses 17 (63%) 7 (37%) 2,91 (0,86; 9,83)
Uso de chupeta
N3o 13 (48%) 8 (42%) 1
Sim 14 (82%) 11 (58%) 1.28 0.33-4.93
Idade que interrompeu o uso da chupeta
(anos)
<3a 8 (57%) 4 (36%) 1
>3a 6 (43%) 7 (64%) 2.33 0.35-16.49
Uso de mamadeira
N3o 2 (7%) 1 (5%) 1

Sim 25 (93%) 18 (95%) 1.44 0.09 - 43.64
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Mudancga de gendtipo gB
Fatores de Risco - - OR IC 95%
Sim Néo
N =27 N=19
Periodo de uso de mamadeira (anos)?
< 2anos 6 (24%) 3(17%) 1
>2 anos 19 (76%) 15 (83%) 1.58 0.28-9.73
Cuidados maternos com criangas menores de
2 anos
Nio 27 (100%) 17 (89%)
Sim 0 2 (11%)
Numero de pessoas na mesma casa
(nascimento)
< 4 pessoas 9 (33%) 13 (68%) 1
2 4 pessoas 18 (67%) 6 (32%) 4,33 (1,24; 15,21)
Numero de criangas na casa (nascimento)
< 2 criangas 18 (67%) 15 (79%) 1
> 2 criangas 9 (33%) 4 (21%) 0.53 0.11-2.47

* Convivio em creche e/ou instituicdo — informac&o n3o obtida para duas criangas. § Tempo de permanéncia diaria
— informacgdo ndo obtida para uma crianca. ¥ Nimero de criangas no mesmo ambiente — informacdo nao obtida
para uma crianga.
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6 DISCUSSAO

Estudos prévios tém demonstrado que a reinfeccdo ocorre ndo apenas em individuos
imunocomprometidos (HUANG et al., 1980b; SPECTOR et al., 1984; AQUINO, FIGUEIREDO,
2000; COAQUETTE et al.,, 2004), mas também em adultos e criangas imunologicamente
competentes (BALE et al., 1996; MEYR-KONIG et al., 1998a; BOPPANA et al., 2001).
Entretanto, a frequéncia deste evento nestes grupos ndo é conhecida.

Em nosso estudo, observamos uma incidéncia cumulativa de reinfeccdo por novas
cepas do CMV em 44% das criangas com infecgao congénita, acompanhadas por pelo menos
guatro anos de vida. Esta frequéncia de reinfeccdo é alta quando comparada a encontrada
no estudo de Adler et al. (1991) que, ao avaliarem 34 criangas atendidas por trés diferentes
creches, observaram que 6% delas haviam adquirido uma nova cepa do CMV. Da mesma
maneira, Bale et al. (1996) avaliando a ocorréncia de reinfeccdo em criangas jovens
atendidas por seis diferentes creches, demonstraram que 19% destas haviam adquirido uma
nova cepa do CMV em um periodo médio de 11 meses, variando entre um e 21 meses de
acompanhamento. Achados similares ao observados em nosso estudo foram descritos por
Chandler et al. (1987), ao demonstrarem que quatro entre oito mulheres (50%) atendidas
em clinicas para o tratamento de DSTs apresentaram reinfeccdo por diferentes cepas virais
do CMV, em amostras seriadas de urina, saliva e secrecdo de cérvix uterino obtidas durante
um periodo de aproximadamente seis semanas a 17 meses de acompanhamento.
Posteriormente, Aquino e Figueiredo (2000) observaram que aproximadamente 70% dos 34
pacientes submetidos a transplante renal acompanhados por pelo menos trés meses,
apresentaram reinfec¢do por uma nova cepa do CMV.

Recentemente, a reinfeccdo por novas cepas virais foi demonstrada em mulheres
previamente imunes, com transmissdo e acometimento fetal semelhante aos observados
nos casos de infeccdo primaria materna (BOPPANA et al., 2001). Em estudo realizado pelo
nosso grupo, observou-se que 4,6% (3/65) das puérperas (considerando-se mulheres
transmissoras e ndo transmissoras da infeccdo congénita pelo CMV) apresentaram
reinfeccdo por uma nova cepa viral (YAMAMOTO et al.; 2007). Posteriormente, este mesmo
grupo demonstrou que aproximadamente 29% (43/149) das mulheres avaliadas

apresentaram evidéncias de reinfec¢ao por diferentes cepas do CMV. Apesar de apenas uma
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regidao do genoma viral ter sido avaliada e o numero de criangas ao final de quatro anos de
seguimento ser relativamente pequeno, estes resultados sugerem que a reinfeccao por
diferentes cepas do CMV ocorre frequentemente em criangas com infecgao congénita, com
resultados semelhantes aos observados em estudos envolvendo individuos
imunocomprometidos (BALDANTI et al., 1998; AQUINO; FIGUEIREDO, 2000; COAQUETTE et
al., 2004).

Embora a excrecdo concomitante de mais de uma cepa do CMV tenha sido
inicialmente caracterizada em pessoas com algum tipo de comprometimento imunolégico
tais como pacientes com AIDS (DREW et al.,, 1984; GERNA et al.,, 1992), hemofilicos
(SPECTOR et al., 1984), submetidos a transplante de érgdos (CHOU, 1986) e gestantes
(HUANG et al., 1980a; SHEN et al., 1993; ARAV-BOGER et al., 2002), a excre¢do simultanea
de mais de uma cepa tem sido observada em individuos imunocompetentes. Em nosso
estudo, a presenca simultdnea de mais de um gendtipo gB foi identificada em 19% (5/27)
dos casos de reinfecgdo. Estes resultados sdo semelhantes aos observados em estudo
envolvendo pacientes portadores do HIV-1 (COAQUETTE et al. em 2004). Em 1998(a),
Meyer-Konig et al. ao avaliarem a distribuicdo genotipica da gB em diferentes tecidos
corporais obtidos de 25 pacientes submetidos a necropsia para esclarecimento do 6ébito,
demonstraram que individuos imunocompetentes podem apresentar-se infectados por
multiplas cepas do CMV. Dentre estes, foi possivel identificar mais de uma cepa do CMV
simultaneamente em sete amostras de pacientes, sugerindo que diferentes variantes
genotipicas podem estar latentes em diversos tecidos do hospedeiro. A excre¢ao de mais de
uma cepa do CMV foi observada em trés de quatro pacientes que apresentaram reinfecgdo
por uma nova variante genotipica (CHANDLER et al., 1987). Entretanto, nenhuma destas
mulheres apresentou excrecdo simultdnea de diferentes cepas em um mesmo sitio de
excrecgao.

Ao contrario do observado em nosso trabalho em que 19% das criangas excretavam
simultaneamente duas cepas diferentes em uma mesma amostra de urina e/ou saliva,
estudos baseados na variabilidade da gB por meio de RFLP demonstram a presenca de
apenas uma variante genotipica ou um numero limitado de amostras contendo mistura de
cepas (BALE et al., 1996; CARRARO; GRANATO. 2003). Entretanto, estudo realizado por
Coaquette et al. (2004) utilizando a técnica de hibridizacdo com sondas cepa especificas,

demonstrou a excregao simultanea de duas ou mais cepas do CMV no mesmo sitio de
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excrecdo, em 38% dos pacientes avaliados. Recentemente, Ross et al. (2005) observaram
que 31% (15/48) das mulheres atendidas apresentavam excrecdo simultdnea de multiplas
variantes da gN em amostras de secregao cervical obtidas de mulheres atendidas em clinicas
para o tratamento de DSTs. Da mesma maneira, a excre¢do simultanea de mais de uma cepa
do CMV foi observada em 93% das amostras de urina e sangue obtidas de mulheres
previamente imunes e sadias (NOVAK et al., 2008). Estes achados sugerem que a excrecao
simultanea de diferentes cepas do CMV ocorre frequentemente.

Da mesma maneira, outros estudos sobre a diversidade genética da gN reportaram a
presenca de uma Unica variante genotipica nas amostras testadas. Em estudo realizado em
1996 por Shen e cols., nenhum caso de reinfeccdo pelo CMV em criangas entre trés e cinco
anos de vida, ao longo de 12 meses, foi observado apesar de pequenas diferencas nos
padrées de restricdo ter sido identificada. Pignatelli et al. (2003) ao avaliarem 223 isolados
virais obtidos a partir de diferentes populac¢des incluindo transplantados, pacientes com
AIDS, criangas com infecgdo congénita e pds-natal, de quatro areas geograficas distintas,
observaram que apesar de cinco diferentes sitios de excrecdo terem sido avaliados e todas
as quatro variantes genotipicas terem sido descritas, apenas um genétipo gN foi
identificado. Entretanto, em nosso estudo, a excrecdo simultdanea de mais de uma cepa do
CMV foi confirmada em 19% das criancas avaliadas. Neste estudo foram utilizadas duas
técnicas distintas, RFLP e PCR cepa-especifica, sendo uma para identificar a excrecdo
simultdnea de mais de uma cepa do CMV e a outra, para confirmar a mistura de gendtipos
um uma mesma amostra de urina e/ou saliva. Considerando-se que Pignatelli et al. (2003)
utilizaram apenas da técnica de RFLP para caracterizacdo e diferenciacdo de cepas, é possivel
que a nao identificagdo de misturas de cepas esteja subestimado. Outros fatores que
poderiam ter contribuido para a ndo identificacdo de mistura de cepas no estudo de
Pignatelli et al. (2003) sdo a propagacao viral em cultura celular, que pode levar a selecdo de
uma Unica variante genotipica e, a diferenciacdo de cepas por meio de RFLP. Esta técnica
baseia-se na habilidade em visualizar e diferenciar os fragmentos obtidos apds a digestdo
enzimatica, bem como na qualidade e quantidade do DNA presente nestas amostras. Outro
ponto quanto a esta técnica seria a identificacdo apenas da cepa predominante. Assim como
na diferenciagdo de cepas da gN em Pignatelli et al. (2003), a caracterizagao das diferentes
cepas da gB por meio de RFLP em nosso estudo, possibilitou a identificacdo de uma ou duas

variantes genotipicas presentes em cada amostra. Isto pode se dar devido as enzimas Hinfl e
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Rsal produzirem padrdes de restricdo indistinguiveis em certas combinagdes contendo trés
ou quatro variantes genotipicas. Ja a auséncia de confirmacao de todos os casos em que foi
identificada a excrecao simultanea de mais de uma cepa do CMV baseado no polimorfismo
da gB pela PCR cepa especifica para os diferentes gendtipos da gN, sugere que este método
ndo seja capaz que identificar duas variantes diferentes em uma mesma amostra de urina
e/ou saliva.

Outro fator limitante para a ndo identificacdo de um maior nidmero de criancas com
excrecdo simultanea de mais de uma cepa do CMV em nosso estudo, seria o intervalo entre
as amostras coletadas. Inicialmente propusemos a coleta seriada de amostras de urina e
saliva trimestralmente no primeiro ano de vida e a cada seis meses apds este periodo.
Considerando-se que a mediana da idade no momento da identificacdo de uma nova
variante genotipica foi de 16,5 meses e que na maioria dos casos de reinfecgao nao foi
possivel observar a mistura de cepas, um intervalo menor para a obtencdo de amostras
seriadas poderia contribuir para responder tal questionamento. Ainda com relacdo ao
intervalo entre as amostras, se consideramos que em alguns casos a mudanga de gendtipo
foi identificada apds um periodo superior a seis meses da ultima coleta com deteccdo do
mesmo genodtipo identificado ao nascimento, a idade por nés determinada como sendo da
aquisicdo de uma nova variante genotipica, possa ndo refletir o momento exato da
ocorréncia da reinfec¢do por uma nova cepa do CMV.

Um aumento significativo no nimero de novos casos de reinfeccdo por uma nova
cepa do CMV foi observado na faixa etaria de um ano. Estudos prévios em adultos sugerem
que a imunossupressdo, o transplante de érgdos e o comportamento sexual de risco,
contribuem para a reinfeccdo com novas cepas virais do CMV (DREW et al., 1984; SPECTOR
et al., 1984; CHANDLER et al., 1987; CHOU, 1987; LEACH et al., 1994). Assim como individuos
com comportamento sexual de risco estdo frequentemente expostos a multiplas cepas do
CMV, criancas que frequentam creches sdo mais susceptiveis ao contato com diferentes
cepas virais, o que poderia contribuir para a ocorréncia de reinfeccdo (PASS et al.; 1982;
MURPH et al.; 1986; ADLER et al.; 1988). Adicionalmente, Bale et al. (1996) sugerem que a
idade possa ser um fator contribuinte, uma vez que criangas que adquiriram uma nova cepa
do CMV em seu estudo eram mais jovens quando comparado aquelas que mantiveram a
excrecdo da cepa previamente adquirida. Concordando com os achados de Bale et al. (1996),

criangas que apresentaram reinfeccdo por uma nova cepa do CMV em nosso estudo, eram
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mais jovens quando comparado aquelas que mantiveram a excre¢ao do mesmo gendtipo
identificado ao nascimento. Embora estes estudos apresentem algumas especulagdes, pouco
se conhece acerca dos mecanismos envolvidos na reinfec¢do por nova cepa. A acdao dos
anticorpos neutralizantes virais cepa especificos como moduladores da reinfec¢do por novas
cepas do CMV em individuos previamente imunes e expostos a diferentes cepas virais tem
sido sugerida (BRITT; VUGLER, 1990; BURKHARDT et al., 2009). Estudo envolvendo mulheres
com infeccdo primadria pelo CMV na gestacdo demonstrou associacdo entre a transmissao
viral e os niveis de anticorpos neutralizantes, sugerindo a determinacdo de um limiar
imunolégico que limite a transmissao intrauterina em mulheres previamente imunes e que
adquiriram uma nova cepa viral durante a gestacdo (BOPPANA; BRITT, 1995). Conhecer a
contribuicdo dos diferentes fatores apresentados nestes estudos, em especial sobre os
mecanismos envolvidos na imunidade protetora contra o CMV, poderia auxiliar no
desenvolvimento de uma vacina eficaz contra a transmissdo deste virus.

Durante o periodo perinatal, entre oito e 60% das criancas adquirem uma cepa do
CMV por fontes maternas (PASS, 1985), sendo a principal fonte transmissora neste periodo,
o aleitamento materno (DWORSKY et al., 1983). Apds o periodo perinatal, podemos destacar
dois outros momentos relacionados ao aumento da frequéncia de infeccdo pelo CMV. O
primeiro deles ocorre no inicio da infancia, ou seja, nos primeiros trés anos de vida da
crianga, geralmente em decorréncia do contato com outros membros da familia. O segundo
periodo associado ao aumento da frequéncia da infeccdo pelo CMV esta relacionado ao
inicio da vida sexual. Informagdes epidemioldgicas relacionadas a prevaléncia de anticorpos
tém demonstrado que a prevaléncia da infeccdo pelo CMV em relagcdo a idade varia de
acordo com a area geografica e condi¢cdes socioeconOmicas do individuo (PASS, 1985). Ainda
ndo estd clara a razdo pela qual estas diferencas ocorrem entre populagdes distintas, porém
cuidados relacionados as criangas podem influenciar na incidéncia da infec¢ao pelo CMV em
criangas. Da mesma maneira, o inicio do convivio em creches parece ter grande influéncia na
incidéncia da infeccdo pelo CMV, uma vez que a prevaléncia da excrecdo viral em criancas
que frequentam creches é maior quando comparado aquelas na populacdo em geral (ADLER,
1985; PASS et al., 1984; PASS, 1985). Recentemente, estudo realizado por Kaye et al. (2008)
demonstrou que 85% das criancas nao infectadas haviam adquirido o CMV ao final do
primeiro ano de vida. Os autores sugerem que a elevada soroprevaléncia materna (100%

entre as mades avaliadas) possa estar diretamente relacionada a alta taxa de infecgdo
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observada ao longo do primeiro ano de vida destas criancas. Estes achados corroboram com
o pico de reinfeccdo por uma nova cepa do CMV na faixa etaria de um ano de vida
observado em nosso estudo, sugerindo que a acdo dos anticorpos maternos recebidos
durante a gestacdo e por meio do aleitamento materno desempenhe papel protetor contra
a reinfeccao, durante os primeiros 12 meses de vida.

A identificacdo de mais de uma cepa viral em individuos imunocompetentes, frente a
uma resposta imune efetora, demonstra que a imunidade prévia ndo protege contra a
reinfeccdo por uma nova cepa (CHANDLER et al., 1987; BALE et al., 1996; SCHOPPEL et al.,
1997; BOPPANA et al., 2001). Entretanto, pouco se conhece a respeito das consequéncias da
reinfeccdo por uma nova cepa e qual o seu papel na persisténcia da excregao viral. Em nosso
estudo, observamos que 30 criancas apresentaram periodos de intermiténcia da excrecdo
viral. Ao analisarmos a ocorréncia de excrecao viral detectavel apds um periodo de
intermiténcia, observamos que a maiorias das criancas manteve a excrecdo da cepa
adquirira intraltero, sugerindo que a persisténcia da excrecdo viral por longos periodos
observada em criancas com infeccdo congénita seja decorrente da reativacdo da cepa
endégena. Entretanto, Bale et al. (1996) sugerem que a reinfeccao por diferentes cepas do
CMV tem grande importancia na transmissdo e manutencdao da excregao viral por longos
periodos.

Em 1989, Adler et al. demonstraram que a persisténcia da excre¢cdao do CMV na urina
e saliva de criancas menores de dois anos contribui para a transmissdo a individuos
susceptiveis, principalmente mulheres em idade fértil. Em 1996, Shen et al. observaram que
criancas entre trés e cinco anos de vida excretam o CMV de forma persistente ou
intermitente, por aproximadamente nove meses, sugerindo que esta persisténcia seja
decorrente da frequente reativacdo da cepa enddgena. O papel da imunidade humoral como
fator limitante na persisténcia da excre¢ao viral em criangas com infecgao congénita pelo
CMV foi proposto por Noyola et al. (2000). Os autores observaram que criangas com
desenvolvimento de surdez neurossensorial permaneciam excretando o CMV por um
periodo de tempo menor quando comparado aquelas que ndo apresentaram nenhum tipo
de sequela. Estudo realizado por Pass et al. (1983) sugere que o desenvolvimento da
imunidade celular especifica contra o CMV esteja relacionada a interrupcao da excrecao
viral. Mais recentemente, Kloover et al. (2002) utilizando modelos animais em camundongos

para avaliar a persisténcia da excregdo viral por longos periodos na saliva, observaram que a
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excregdo viral persistente nestes animais é sugerida como sendo fonte principal para
transmissdao horizontal deste virus e como fator protetor para sucessivos episddios de
recorréncia, seja pela reativacao de cepa enddgena ou pela reinfeccdo por uma nova cepa
devido ao estimulo da resposta imune mediada por anticorpos.

Ao contrario do observado em adultos imunocompetentes com infeccdo primadria, os
quais apresentam excregdo viral de curta duracdo e de forma intermitente (JONJIC et al., 1989;
REVELLO et al., 1998), criancas com infec¢cdo congénita pelo CMV ou que adquiriram o virus no
periodo neonatal apresentam excre¢do continua por longos periodos na urina e na saliva
(ADLER, 1992; STAGNO et al., 1994). Ainda ndo se conhecem as razdes para esta diferenca na
persisténcia da excrecdo viral em individuos de diferentes idades. Estudos prévios sugerem que
a imunidade celular mediada por células T possa representar importante papel na manutencao
do CMV em estado de laténcia (GREENBERG, RIDDELL, 2000) e que, a producdo de IFN-y por
células T CD4" esteja relacionada ao controle da excrecdo e replicacdo viral em sitios de origem
epitelial (LUCIN et al., 1992; ZANGHELLINI et al., 1999). Recentemente, Tu et al., (2004)
observaram que criangas jovens e imunocompetentes, apresentam quantidades menores de
células T CD4" especificas contra o CMV produtoras de IFN-y quando comparado a individuos
adultos. Entretanto, a resposta mediada por células T CD8" especificas contra o CMV nestas
criangas apresenta-se semelhante a observada em adultos. Esta diferenga no numero de células
T CD4" especificas contra o CMV persiste por um periodo superior a um ano apds a infec¢do
viral, sugerindo uma relagdo inversa com a persisténcia da excrecdo viral. Estudos prévios em
criangcas com infeccdo congénita demonstram que interrupgdo da excrecdo viral estd associada
ao aumento da resposta proliferativa das células T CD4" especificas contra o CMV (PASS et al.;
1983) e, que uma resposta mediada por células T CD8" efetora, ndo é suficiente para controlar a
persisténcia da excrecdo viral (MARCHANT et al., 2003). Estes achados sugerem a necessidade
do desenvolvimento de estudos abordando os mecanismos de resposta imunoldgica do CMV e
de persisténcia da excrecdo viral, ou seja, da patogénese desta infecgdo, contribuindo assim para
futuras abordagens epidemiolégicas e para o desenvolvimento de uma vacina efetora contra a
transmissao do CMV.

Buscando-se identificar possiveis fatores de risco associados a ocorréncia de
reinfeccdo por uma nova cepa do CMV, fatores sociodemograficos e habitos inerentes ao
hospedeiro foram analisados. Nossos dados demonstram uma possivel associacdo entre a

idade de inicio do convivio em creches e/ou instituicdes e o numero de pessoas residentes
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na mesma casa no periodo do nascimento com a ocorréncia de reinfecgao por uma cepa
distinta do CMV. Estudos prévios demonstram que até 80% das criancas atendidas por
creches apresentam excrecdo viral prolongada na saliva e na urina (PASS et al., 1982; ADLER,
1985; SHEN et al.,, 1993). Da mesma maneira, diferentes estudos relatam que criangas
congenitamente infectadas ou que adquiram a infeccdo primaria pelo CMV no periodo
neonatal permanecem excretando o virus na urina e na saliva por longos periodos (STAGNO
et al., 1983; ADLER et al., 1989; ADLER et al.,, 1992; STAGNO; CLOUD, 1994; SHEN et al.,
1996) contribuindo para a transmissdao horizontal e manutencdo desta infeccdo na
populacdo em geral. Estes achados sugerem que o convivio em creches possa contribuir para
a reinfeccdo por novas cepas virais. Outro ponto a salientar esta relacionado ao impacto da
persisténcia da excrec¢do viral nestas criangas, como um problema de saude publica, na
transmissao horizontal para individuos susceptiveis, em especial gestantes. Em 2001,
Boppana et al. observaram que a reinfeccdo por uma nova cepa durante a gestagdao, em
mulheres previamente imunes, pode resultar na ocorréncia de infeccdo congénita
sintomdtica, com sequelas ao feto semelhante as observadas em casos de infeccdo primaria.
Recentemente, Yamamoto et al. (2010) observaram um numero maior de maes de criangas
congenitamente infectadas pelo CMV entre aquelas mulheres que realizaram praticas de
cuidados em criancas com idade menor ou igual a trés anos de vida, sugerindo que a
frequente exposicdo a um grande numero de cepas pode contribuir para a reinfec¢do por
uma nova cepa viral nestas mulheres com consequente transmissao ao feto.

A reinfecgao por diferentes cepas do CMV tém sido descrita em criangas atendidas
por creches e em mulheres que frequentam clinicas para o tratamento de DSTs (BALE et al.,
1996; CHANDLER et al., 1987). Adicionalmente, Adler et al. (1991), ao avaliarem a frequéncia
de reinfeccdo em criancas atendidas por creches, observaram que 6% delas haviam
adquirido uma nova cepa do CMV. Considerando-se que a idade do inicio do convivio em
creches coincidiu com o pico de excregao de 20% demonstrado pela frequéncia relativa na
faixa etdria de um ano, ou seja, com o maior nimero de novos casos de reinfeccdo, nossos
dados sugerem que a frequente exposicdo a um grande numero de cepas contribui para a
ocorréncia de reinfeccdo por uma nova cepa do CMV. Da mesma maneira, Adler et al. (1991)
sugerem que a idade seja um fator que possa contribuir para a ocorréncia de reinfec¢ao. Os
autores observaram que os maiores indices de infeccdo em diferentes creches, foram

observados na faixa etaria de um ano, sugerindo que a transmissdo esteja mais relacionada
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ao contato crianga-crianga, sem intervengdo dos cuidadores. Isto se deve ao fato de que
criancas nesta faixa etdria possuem certa independéncia quanto a locomocgdo, porém
necessitam de cuidados para alimentagao e higiene. Corroborando com estes achados, Pass
et al. (1984) demonstraram que a prevaléncia da infeccdo pelo CMV pode estar associada a
idade uma vez que, 78% das criangas adquiriram a infeccdo pelo CMV durante o segundo
ano de vida (faixa etdria de um ano de vida). Novamente, o contato crian¢a-crianca é
mencionado como essencial no mecanismo de infec¢do viral, bem como na reinfeccdo por
uma nova cepa do CMV.

Apesar da tendéncia da excrecdo de uma Unica variante genotipica ter sido
observada por Bale et al. (1996) nos diferentes centros para o cuidado de criancgas avaliados,
um grande numero de cepas circulantes tem sido demonstrada na populacdo em geral.
Estudos prévios em nossa populacdo de estudo, demonstram a presenca de um grande
numero de cepas circulantes em nossa regido, sendo possivel a identificacdo das quatro
principais variantes genotipicas da gB (AQUINO, FIGUEIREDO, 2000; YAMAMOTO et al.,
2007). Estudos prévios tém demonstrado a transmissdo de diferentes cepas do CMV entre
individuos numa mesma familia (ADLER, 1988; REVELLO et al., 2008). Considerando-se a alta
taxa de soroprevaléncia em nossa regido, de aproximadamente 98% (YAMAMOTO et al.,
2007) e o grande numero de cepas circulantes, nossos dados sugerem que o contato
frequente com um grande nimero de pessoas na mesma casa (2 4 pessoas) no periodo do
nascimento, pode estar associada a ocorréncia de reinfecc¢ao por diferentes cepas do CMV.

Sendo assim, os resultados deste estudo sugerem que a reinfecgdo por diferentes
cepas do CMV ocorre frequentemente em criangcas com infeccdo congénita pelo CMV,
alcangando 44% das criangas ao final do quarto ano de vida, apesar da imunidade prévia
desenvolvida contra a cepa adquirida intradtero. Assim como na infeccdo perinatal, a
reinfeccdo por diferentes cepas pode estar relacionada com a idade, uma vez que um
numero maior de criangas adquiriu uma nova variante genotipica do CMV na faixa etaria de
um ano de vida. Apesar da elevada frequéncia de reinfeccdo observada, a persisténcia da
excrecdo viral comumente observada em criangcas com infeccdo congénita pelo CMV,
decorre da reativacdo da cepa enddgena. Considerando-se todos os possiveis fatores de
risco avaliados, a idade do inicio do convivio em creche e o numero de pessoas que residiam
na mesma casa no periodo do nascimento podem estar associados a ocorréncia de

reinfec¢do por uma nova cepa do CMV.
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7 CONCLUSOES

7.1

7.2

7.3

7.4

A incidéncia cumulativa de reinfeccdo demonstra que ao final do quarto ano

de vida, 44% das criangas haviam adquirido uma nova cepa do CMV.

A mistura de gendtipos, ou seja, a excrecao simultdnea de mais de uma cepa
do CMV foi em 19% (5/27) das criangas que apresentaram reinfec¢do por uma

nova variante genotipica do CMV.

Considerando-se que a maioria das criangas que apresentaram periodos de
intermiténcia da excrecdo viral mantiveram a excre¢do da cepa adquirida no
periodo intraltero, a excre¢do viral prolongada geralmente observada em
criangas congenitamente infectadas pelo CMV pode ser decorrente da

reativacdo da cepa enddgena.

Uma associacdo entre a idade de inicio do convivio em creches e o numero de
pessoas que residiam na mesma casa no periodo do nascimento com a

ocorréncia de reinfeccdo por uma nova cepa do CMV foi observada.
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ANEXO 1 - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA
DE RIBEIRAO PRETO DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

RIBEIRAOQ PRETO - S.P. CAMPUS UNIVERSITARIO — MONTE ALEGRE
BRASIL FONE: 602-1000 - FAX (016) 633-1144

Ribeirdo Preto, 29 de julho de 2002

Oficio n® 1979/2002
CEP/SPC

Prezada Senhora:

O  trabalho intitulado  “INFECGCAO
CONGENITA POR CITOMEGALOVIRUS EM POPULACAO DE
ELEVADA SOROPOSITIVIDADE: CARACTERIZACAO MOLECULAR
DAS CEPAS VIRAIS E AVALIACAO DA OCORRENCIA DA
REINFECCAO MATERNA”, foi analisado pelo Comité de Etica em
Pesquisa, em sua 135* Reunido Ordinaria realizada em 22/07/ 2002, e
enquadrado na categoria: APROVADO, de acordo com o Processo HCRP
n® 4782/2002.

Aproveito a oportunidade para apresentar a
Vossa Senhoria protestos de estima e consideragao.

ma?néﬁ.gm ' CUNHA

Coordenador do Comit Etica
em Pesquisa do HCFMRP-USP e da FMRP-USP

Ilustrissima Senhora

DR® APARECIDA YULIE YAMAMOTO
Depto. de Puericultura e Pediatria

Em maos
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ANEXO 2 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

HOSPITAL DAS CLINICASDA FACULDADE DE MEDICINA
DE RIBEIRAO PRETO DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

CAMPUS UNIVERSITARIO - MONTE ALEGRE — FONE: 602- 1000
FAX: 633-1144 - CEP: 14048-900-RIBEIRAO PRETO - SP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E INFORMADO

NOME DA PESQUI SA:

Infecgdo congénita por citomegalovirus em populagdo de elevada
soropositividade : caracterizagdo molecular das cepas virais e
avaliagdo da ocorréncia de reinfecgdo materna.

PESQUISADOR RESPONSAVEL : Aparecida Yulie Yamamoto
CRM N°: 49769
PROMOTOR DA PESQUISA: Departamento de Puericultura e Pediatria da FMRP-USP

Patrocinador que apdia financeiramente a pesquisa: FAPESP (Auxilio Pesquisa)

Gostaria de convidar a Sra e o seu filho para participem de um estudo de pesquisa.

Esta pesquisa é sobre uma infecgdo causada por um virus chamado Citomegalovirus.
Esta infecgdo é muito comum. Quando uma mulher pega este virus durante a gravidez, a
infecgdo pode passar para o bebé ainda dentro da barriga da mde. Se o medico ficar
sabendo logo que o bebé tem esta infecgdo, pode comegar um tratamento e estes
problemas ndo ficarem muito graves e também acompanhar a crianga desde pequeno e
fazer todos os exames para saber se a crianga vai ter problemas.

Essa pesquisa quer saber quantas criangas nascem com essa infecgdo e o por que
algumas criangas nascem com essa infecgdo e outras ndo. Além disso, existem muitos
tipos destes virus chamado citomegalovirus e a pesquisa também quer descobrir quais
tipos deste virus que causam mais esta infecgdo e também como a mde pode reagir
contra este virus para ndo passar esta infecgdo para o bebe.

Se a senhora concordar em participar, do seu filho, serd preciso colher um pouco
de urina e um pouco de saliva logo ao nascimento, para fazermos exame que vai mostrar
se ele estd com a infecgdo por este virus ou ndo. Serd colocado um saquinho de pldstico
para colher um pouco de urina de seu filho e a saliva serd coletada com um tubinho de
pldstico,sem machucar a boca do bebé. Se a quantidade de saliva for pouca, serd pingada
uma gotinha para aumentar a saliva naquele momento da coleta. Serdo feitos exames na
urina e na saliva. Ele vai receber todos os cuidados necessarios no bergdrio.
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Se seu filho estiver com esta infecgdo ou se ele ndo estiver com infecgdo, poderd
ser necessdrio repetir o exame e hesse caso a Sra serd avisada e convidada para uma
consulta. Também solicitaremos que a Sra responda a um questiondrio e nos doe um
pouco de sua urina e de seu leite para fazermos exames para a pesquisa e ver como estd
a defesa do seu corpo contra este virus. Serd fornecido auxilio-transporte para
comparecer a essa consulta. Se o seu filho ndo tiver infecgdo e vocés forem convidados
a vir ao hospital, serd necessdrio vir ao hospital uma Unica vez.

Também, para fazer exames que mostrardo se vocé teve a infecgdo por este virus
antes ou durante a sua gravidez, serd aproveitado um pouco do sangue que vocé colheu
durante a gravidez nos postos de sadde ou hesse hospital (se vocé tiver feito pré-natal)
e 0 que sobrou do sangue que vocé colheu ho dia que internou nesse hospital para dar a
luz e que estavam guardados no Laboratdrio.

Se o seu filho estiver com esta infecgdo e se vocé concordar, ele serd
acompanhado nesse hospital e serdo feitos exames para saber se ele tem alguma
conseqliéncia da infecgdo e para planejarmos o tratamento. Nesse caso, nas duas
primeiras consultas de retorno, solicitaremos que vocé colha um pouco de sua urina e de
seu leite, se estiver amamentando.

A coleta destes exames ndo ird atrapalhar ou atrasar os cuidados que seu filho
precisa ou mesmo a sua alta do Hospital, que serdo feitos normalmente.

A participagdo nesse estudo ndo lhe trard nenhum gasto. Ndo haverd nenhuma
despesa para vocé, além daquela de transporte para o retorno, que normalmente vocé
teria que ter para trazer o seu filho para o acompanhamento.

O Unico desconforto esperado é o saquinho de pldstico que ficard colado na pele da
crianga somente o tempo necessdrio para ele urinar e o tubinho de pldstico que serd
colocado no canto da boca para colher um pouco de saliva. Ndo é esperado que o seu
filho corra risco algum ao participar desta pesquisa.

Para vocé os Unicos desconfortos serd o de coleta de um pouco de urina e um pouco
de seu leite, o que ndo causa henhuma complicagdo.

O seu filho pode se beneficiar ao participar deste estudo, pois, se soubermos que
ele tem infecgdo pelo citomegalovirus, podemos planejar o seu fratamento e
acompanhamento. Ndo haverd nenhuma despesa para vocé com relagdo ao tratamento da
crianga. Este serd realizado no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Prefto.

O resultado dessa pesquisa pode ajudar outras criangas nascidas com esta
infecgdo. Mesmo que o seu filho ndo esteja infectado, a sua participagdo nesse estudo
pode nos ajudar a compreender o por qué algumas criangas adquirem esse virus e outras
ndo e, assim, no futuro, poderemos tentar ajudar a prevenir a infecgdo em grande
ndmero de criangas, por meio do desenvolvimento de vacinas contra este virus. Seu
nome e o nome de seu filho nunca serdo identificados.



Anexos 95

Pdgina 3 de 3

Como foi descrito acima, ndo hd riscos importantes em participar deste estudo,
tanto para vocé como para o seu filho. Caso vocé ou seu filho sofram algum tipo de lesdo
como resultado deste estudo, o Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo dard a ele o tratamento necessdrio e
imediato. Este estudo ndo modificard o tratamento de rotina que o seu medico fornecera
a vocé e seu filho, nas questdes relacionadas a sua sadde e a de seu filho.

A sua participagdo € voluntdria, o tratamento e todos os cuidados de seu filho
estardo garantidos em qualquer tempo, mesmo que vocé hdo concorde em participar.
Vocé pode desistir de participar dessa pesquisa em qualquer momento.

Ndo hd nenhum programa de compensagdo monetdria por meio desta Instituigdo,
mas vocé e seu filho ndo estardo renunciando a nenhum direito legal ao assinar este
formuldrio de consentimento.

ASSINATURAS

Se tiver lido o consentimento livre e esclarecido (ou se ele tiver sido explicado para
vocé) e tiver entendido a informagdo, e concorda voluntariamente em permitir que seu
filho recém-nascido participe deste estudo, por favor assine abaixo:

Data
Nome do voluntario Assinatura do voluntério
(datilografado ou em letra de férma)
Nome da testemunha Assinatura da testemunha Data

Datilografado ou em letra de forma

Eu expliquei o motivo deste estudo a voluntdria. Estou certo de que ela entendeu
o propdsito, os procedimentos, riscos e beneficios deste estudo.

Nome do pesquisador : Aparecida Yulie Yamamoto
Assinatura Data:
Telefone de contato: 602-2674
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APENDICES

APENDICE A - Questionario utilizado para obtencio de informagées
referentes aos caracteres sociodemograficos.
Data da entrevista

Idade do paciente em meses no momento da entrevista

Seu filho frequenta creche e/ou escolinha? Sim/nao

Qual a idade dele no momento que ele iniciou o convivio na creche?

Onde permanece a maior parte do dia?

Quando ndo estd na escola, onde permanece?

Com que frequéncia vai a creche e/ou escolinha?

Quanto tempo permanece |a? Em horas.

Quantas criangas ficam na mesma sala que seu filho?

Quantas sao menores de dois anos? E maiores de dois anos?

Quantas pessoas “cuidam” de seu filho enquanto esta na creche e/ou escolinha?

Local onde a crianca permanece nos demais dias da semana?

Numero de pessoas que conviviam juntas, na mesma casa ao nascimento? E atualmente?
Quantas eram/sdo criangcas? Quantas menores de dois anos? E maiores de dois anos?

Ordem cronoldgica do parto?

Por quanto tempo vocé amamentou seu filho? Exclusivo? Misto?

Seu filho usa/ja usou chupeta? Quando comecgou? Se ndo usa mais, quando parou?

Seu filho usa/ja usou mamadeira? Quando comegou? Se ndo usa mais, quando parou?

Procedéncia no parto? Atual?

Vocé trabalhava quando seu filho nasceu? O que fazia? Tinha contato com criangas? De que
idade?

Hoje vocé trabalha? O que faz? Tem contato com criangas? De que idade?

Seu filho ja recebeu transfusdo de sangue?

Seu filho escova os dentes? Com que frequéncia?

Seu filho ja ficou internado alguma vez? Qual o motivo? Quando?
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APENDICE B - Dados referentes as 85 criancas que compdem esta casuistica.

Idade

Gestacional Idade Crescimento

N2 RN Sexo Peso (g) (semanas) - gestacional do intra-uterino
Capurro parto (CIv)

Somatico

59A Masculino 1775 33 Pré-termo AlIG
164A Masculino 2670 38 Termo AlG
183A Masculino 2665 37 Termo AlG
292A Feminino 1925 36 Pré-termo PIG
511A Masculino 2620 39 Termo PIG
513A Masculino 2870 36 Pré-termo AlIG
533A Masculino 2935 40 Termo AlG
853A Masculino 1330 32 Pré-termo AlIG
956B Masculino 3005 40 Termo AlIG
1016A Feminino 1220 36 Pré-termo PIG
1063A Feminino 2630 38 Termo AlG
1150A Feminino 2490 36 Pré-termo AlG
11508 Feminino 1970 36 Pré-termo PIG
1175A Feminino 2955 38 Termo AlG
1195B Feminino 2685 39 Termo AlG
1254A Masculino 1165 33 Pré-termo PIG
1380A Feminino 3850 41 Termo AlG
1468A Masculino 2690 39 Termo AlG
1587A Masculino 3120 39 Termo AlIG
1727A Masculino 2970 37 Termo AlIG
1749A Feminino 3020 41 Termo AlG
1951A Masculino 2490 40 Termo PIG
2205A Masculino 1485 32 Pré-termo AlIG
2226A Masculino 4270 39 Termo GIG
2244A Masculino 2625 39 Termo PIG
2292A Masculino 3080 40 Termo AlG
2367A Masculino 2650 41 Termo PIG
2467A Feminino 3125 39 Termo AlG
2519A Masculino 2990 41 Termo AlG
2593A Masculino 3465 40 Termo AlIG
2761A Masculino 1760 35 Pré-termo PIG
2775A Masculino 1045 30 Pré-termo PIG
M74A Masculino 3210 39 Termo AlIG
M339A Masculino 2605 38 Termo AlG
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Idade

Gestacional Idade Crescimento

N2 RN Sexo Peso (g) (semanas) — gestacional do intra-uterino
Capurro parto (CIu)

Somatico

M457A Masculino 2825 37 Termo AlIG
M680A Masculino 3010 38 Termo AlG
M781A Feminino 3120 40 Termo AlG
M798A Masculino 3110 38 Termo AlG
M804A Feminino 1670 38 Termo PIG
M1039A Feminino 4645 39 Termo GIG
M1106A Feminino 2805 41 Termo AlG
M1271A Masculino 2495 39 Termo PIG
M1467A Feminino 3540 40 Termo AlG
M1562A Feminino 3180 39 Termo AlG
60A Masculino 2770 38 Termo AlIG
110A Masculino 3510 40 Termo AlG
558A Feminino 1075 28 Pré-termo AlIG
656A Feminino 1680 38 Termo PIG
806A Masculino 2890 38 Termo AlG
908A Masculino 3110 39 Termo AlG
947A Masculino 2700 36 Pré-termo AlG
1006A Feminino 2830 38 Termo AlG
1012A Masculino 1900 41 Termo PIG
1089A Feminino 3660 40 Termo AlG
1152A Feminino 2535 38 Termo PIG
1253A Masculino 2550 37 Termo AlG
1254A Masculino 1715 34 Pré-termo AlG
1254B Masculino 1825 34 Pré-termo AlIG
1588A Feminino 2655 39 Termo AlG
1615A Feminino 2450 35 Pré-termo AlG
1636A Masculino 2935 39 Termo AlG
1637A Feminino 3020 39 Termo AlG
1662A Masculino 3100 35 Pré-termo AlG
1672A Masculino 2290 39 Termo PIG
1689A Feminino 3500 40 Termo AlG
1899A Masculino 2640 37 Termo AlG
2235A Feminino 2610 38 Termo AlG
2336A Masculino 2405 36 Pré-termo PIG
2475A Feminino 2425 36 Pré-termo AlIG




Apéndices

100

Idade
Gestacional Idade Crescimento

N2 RN Sexo Peso (g) (semanas) — gestacional do intra-uterino

Capurro parto (CIu)

Somatico
2631A Feminino 3820 38 Termo AlG
2848A Masculino 2880 39 Termo AlG
2858A Masculino 3600 41 Termo AlG
3030A Masculino 1795 36 Pré-termo AlIG
3424A Masculino 3660 39 Termo AlG
3647A Feminino 2340 37 Termo PIG
3655A Feminino 2850 37 Termo AlG
3746A Feminino 2000 35 Pré-termo AlG
3808A Masculino 3020 43 Termo AlG
3893A Feminino 2985 37 Termo AlG
3918A Feminino 2000 37 Termo PIG
3954A Feminino 3980 39 Termo AlG
4014A Masculino 3065 37 Termo AlG
4056A Masculino 3370 39 Termo AlG
4088A Masculino 1090 31 Pré-termo PIG
4140A Masculino 2110 36 Pré-termo PIG
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Baixar livros de Ciéncia da Computacao
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Baixar livros de Ciéncias da Saude
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Baixar livros de Saude Coletiva
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Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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