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RESUMO

A infeccdo pelo CMV € uma das principais complicacdes apds o transplante renal
que ocorre em todas as regides do mundo, variando com as condi¢cdes
socioecondmicas locais. E considerado um dos mais importantes patégenos
oportunistas do paciente imunossuprimido. Este virus possui como caracteristica
peculiar sua capacidade de laténcia, podendo ser reativado em diferentes
circunstancias. A infeccdo pelo CMV ocorre por meio de contato com secrecfes
corpéreas contaminadas, por exemplo, saliva, suor, urina entre outros. Em pacientes
imunossuprimidos, a infec¢ao € sintomatica e pode resultar em sérias complicacoes,
com o possivel envolvimento de érgaos. O diagnostico de doenca é feito por meio de
evidéncia laboratorial de infec¢do, associada a quadro clinico compativel. Os dois
métodos mais utilizados sdo a PCR e a antigenemia, tanto para diagnéstico quanto
para monitoramento de tratamento. O objetivo foi apresentar os aspectos clinicos e a
comparacao entre os principais métodos diagndsticos para deteccdo do CMV. O
estudo foi composto a partir da revisdo de livros e artigos relacionados a infeccao
por CMV em transplantados renais. Foram utilizados quatro estudos comparando 0s
diferentes métodos diagnoésticos para deteccdo do CMV, visto que as técnicas mais
apropriadas séo a antigenemia e a Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR), devido
as suas caracteristicas que proporcionam confiabilidade no resultado e ao tempo de
execucao reduzido, porém em alguns estudos a PCR possui maior vantagem sobre
a antigenemia.

Palavras-chave: Citomegalovirus. Métodos. Diagnéstico. Pacientes. Transplante de rim.



SILLO, D.C, IWAGOE, K.Y. Cytomegalovirus: a comparative study between the main
diagnostic methods in renal transplant patients. 2015. 56f. Monograph (Bachelor of
Biomedicine) - Centro Universitario Sdo Camilo, S&o Paulo, 2015.

ABSTRACT

The CMV infection is one of most frequent infectious complications after renal
transplantation that occurs in all regions of the world, variating with local
socioeconomics conditions. It is considerated one of de most important opportunists
pathogens of the immunossupressed patient. This virus has as peculiar characteristic
its capacity of latency and can be reactivated in different circumstances. The CMV
infection happens through contact with contaminated body secretions, for example,
saliva, sweat, urine among others. In immunosuppressed patients, the infection is
symptomatic and can result in important disorders, with possible organs involvement.
The diagnosis of CMV disease is based on laboratorial evidence of infection
associated with a compatible clinical presentation. Two of the most useful methods
are PCR and antigenemia assay, both for diagnosis and monitoring treatment. This
review presents the clinics aspects, comparison between the main diagnostic
methods for detection of CMV. The study was composed from the review of books
and articles related to CMV infection in renal transplant. Four studies were used
comparing different diagnostic methods for detecting CMV, since the most
appropriate technigues are antigenemia and Polymerase Chain Reaction (PCR) due
to its features that provide reliability in results and reduced execution time, but in
some PCR studies have greater advantage over antigenemia.

Keywords: Cytomegalovirus. Methods. Diagnosis. Patients. Kidney transplantation.



Lista de abreviaturas

APC: Células Apresentadoras de Antigenos

ANS: Agéncia Nacional de Saude Suplementar

CDV: Cidofovir

CMV: Citomegalovirus

CTE: corticoesteroides

DNA: Deoxyribonucleic acid (Acido desoxirribonucleico)
dGTP: Desoxiguanosina trifosfato

EBV: Virus Epstein-Barr

ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (Enzimaimunoensaio)
FOS: Foscarnet

GCV: Ganciclovir

HCMV: Citomegalovirus Humano

HCPA: Hospital de Clinicas de Porto Alegre

HE: Hematoxilina-eosina

HIV: Virus da Imunodeficiéncia Humana

HVV-4: Herpes Virus Humano tipo 4

HVV-5: Herpes Virus Humano tipo 5

IgG: Imunoglobulina G

IgM: Imunoglobulina M

IV: Intravenosa

Kbp: pares de kilobases



MI: Mononucleose Infecciosa

MO: Medula Ossea

nm: nanémetros

OKT3: Anticorpos Monoclonais anti-CD3

PCR: Reacdo em Cadeia de Polimerase

PMN: Leucécitos Polimorfonucleares

pp65: fosfoproteina de 65 kD

gPCR: Reacédo em Cadeia de Polimerase quantitativa
gRT-PCR: Reagdo em Cadeia de Polimerase quantitativa em tempo real
TX: Transplante

R- D+: Receptor negativo e doador positivo

R+ D-: Receptor positivo e doador negativo

vGCV: Valganciclovir

VPP: Valor Preditivo Positivo

VPN: Valor Preditivo Negativo
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1 INTRODUCAO

Ha séculos a humanidade se preocupa em substituir tecidos ou érgaos com
funcionamento deficientes por outros sadios (BOSCHIROLI, 2003). Inimeros sao 0s
relatos que compdem a historia dos transplantes desde civilizacdes remotas até os
dias atuais (PEREIRA, 2000, SILVA NETO, 2005).

Apés muitos estudos e experimentos mal sucedidos, pouco a pouco
descobertas importantes foram alcancadas. Os transplantes de 6rgdos e tecidos
ganharam grande impulso a partir do inicio da década de 80, principalmente em
decorréncia de avancos nas técnicas cirargica e anestésica, dos melhores cuidados
na conducado pré e pés-operatdria dos pacientes, bem como o desenvolvimento de
novos agentes imunossupressores. Entretanto, apesar de todos esses progressos, a
rejeicdo do enxerto e, principalmente, as infeccbes, persistem como problemas
criticos entre os transplantados (RESENDE, OLIVEIRA, 2000).

De acordo com Resende e Oliveira (2000), grande parte dos pacientes
transplantados desenvolve algum tipo de infeccdo pés-transplante. O quadro clinico,
a incidéncia e o tipo de infeccao pos-transplante variam de acordo com o 6érgao
transplantado, com o tempo de transplante, com a duracdo do procedimento
cirrgico, com o esquema de imunossupressdo empregado, com a procedéncia do
orgao (doador vivo ou cadaver), com o agente etiolégico envolvido no processo
infeccioso, com a reserva nutricional, metabdlica e imunolégica do paciente no

periodo pré-transplante e com ocorréncia, ou nao, de episédios de rejeicao.

A prevencao da rejeicdo pode ser feita através de testes prévios comparando
0os antigenos de histocompatibilidade do doador com os do receptor, através da
terapia imunossupressora fazendo o uso de medicamentos ou ambos (TOPPA,
2000).

Como as infec¢gbes continuam sendo a principal causa de mortalidade em
qualquer periodo pos-transplante, € fundamental preveni-las e trata-las de maneira
efetiva. Os desafios envolvidos nessa proposta sao inUmeros: a ampla variedade de
agentes etiologicos (desde virus latentes até patégenos adquiridos na comunidade

ou no ambiente hospitalar), as alteracdes na resposta inflamatoria induzidas pelos
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Imunossupressores, que atenuam 0s sinais e sintomas das infec¢des invasivas, e 0s
efeitos adversos das drogas antimicrobianas usadas nas profilaxias e terapéuticas
sdo apenas alguns exemplos. O CMV € o patogeno responsavel por alguns dos
quadros infecciosos mais importantes que acometem pacientes transplantados
renais (RESENDE, OLIVEIRA, 2000).

O CMV apresenta-se amplamente disseminado na populagdo mundial, com
taxas de soroprevaléncia podendo variar entre 30% a 97% dependendo da regido
analisada. No Brasil, estudos indicam uma taxa de soropositividade de quase 90%
entre a populacdo adulta. A distribuicdo do virus é inversamente proporcional ao

desenvolvimento socioecondmico (SLONGO, 2013).

Diferentes metodologias podem ser empregadas no diagndstico laboratorial
da infeccdo por CMV. Essas metodologias podem ser classificadas em técnicas que
pesquisam anticorpos (sorologia: 1gG/IgM especificas para CMV), técnicas que
detectam proteinas virais, presentes na célula infectada como resultado da
replicacdo viral (técnica de antigenemia, imunohistoquimica) e técnicas que
empregam a biologia molecular na pesquisa do genoma ou do RNA mensageiro viral
(PCR, Hibridizacdo, captura hibrida, dentre outras) (GUIMARAES; GUIMARAES,
2002).

Pacientes imunossuprimidos que desenvolvem doenca pelo HCMV apés o
transplante renal, necessitam da terapia antiviral de modo a prevenir as
manifestacfes graves da doenca e definir estratégias para a monitorizacdo dos

pacientes em relagdo a presenca de viremia (CARRARO, 2001).
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2 OBJETIVOS

2.1 Gerais

Abordar caracteristicas gerais do citomegalovirus;

Descrever os métodos existentes para a deteccdo do CMV e respectiva
adequacdo no uso para diagnostico e monitoramento de tratamento em

transplantados renais.

2.2 Especificos

Apresentar mecanismos e tipos de infec¢éo do virus;

Verificar dados epidemiolégicos e sua importancia clinica para pacientes

imunossuprimidos, em especial para transplantados renais;

Comparar os métodos de antigenemia para CMV e Reacdo em Cadeia de
Polimerase (PCR) em Tempo Real, através de dados de experimentos realizados

por outros autores.



15

3 METODOLOGIA

Foi realizado levantamento bibliografico e digital em plataformas e revistas
eletrbnicas, como Lilacs, PubMed, Scielo e acervo disponivel na Biblioteca Central
Prof. Dr. Antdnio Rubino de Azevedo — BIREME e Sistema Integrado de Bibliotecas

Pe. Inocente Radrizzani.

Os descritores mais utilizados na pesquisa dos artigos e livros foram
“citomegalovirus”, “infeccdo por CMV”, “transplante renal”’, “PCR”, “Antigenemia para
CMV”, “HHV-5", “métodos diagndsticos para CMV”, entre outros. Os materiais

estudados sdo datados de um periodo compreendido entre 1991 e 2015.
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4 TRANSPLANTE E CITOMEGALOVIRUS

4.1 Transplantes

Embora a literatura médica contemporanea limite a historia dos transplantes
aos ultimos cem anos e credite ao cirurgido genovés Jacques-Louis Reverdin (1842
—1928) o primeiro transplante com sucesso, em humanos, ao realizar, em Genebra,
um autotransplante de pele em 1869, existem contos mitol6gicos que, em varias
culturas religiosas, incluindo a hindu, chinesa, grega e egipcia, sugerem que a ideia
do transplante pode ser muito mais antiga e relacionada aos anseios de longevidade
(GARCIA, 2006).

O termo transplante foi utilizado pela primeira vez por John Hunter, em 1778,
gue descreveu seus experimentos com enxertos ovarianos e testiculares em animais
nao relacionados (PEREIRA, 2000).

No inicio da histéria, os primeiros experimentos e tentativas realizadas se
baseavam na ideia de que os transplantes humanos poderiam ser controlados pelas
mesmas leis dos enxertos no reino vegetal e que tecidos de diferentes origens
poderiam unir-se quando submetidos a firme adesdo. A disponibilidade e a
ampliacdo do uso de enxertos livres levaram ao emprego de aloenxertos ou enxerto
homologo (transplante entre individuos geneticamente diferentes de uma mesma
espécie) e xenoenxertos ou enxerto heterdlogo (transplante entre individuos de
diferentes espécies), dos mais diversos tecidos e 6rgdos. Entretanto, alguns
investigadores observaram que autotransplantes sobreviviam melhor, e as
frequentes falhas com alo e xenoenxertos levantaram a questdo sobre a
compatibilidade entre diferentes espécies ou mesmo entre diferentes individuos.
Outros avancos também foram observados, como o desenvolvimento da assepsia,
reduzindo a taxa de infec¢do. Porém, o problema basico que permanecia para a
revascularizacéo direta dos 0rgaos era a necessidade do desenvolvimento de uma
técnica efetiva de anastomose vascular, sem trombose, hemorragia ou estenose
(GARCIA, 2006).
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Entretanto, os trabalhos pioneiros de Carrel e Guthrie, na primeira década
deste século, desenvolvendo as técnicas de suturas vasculares com fios e agulhas
finas, impulsionaram as pesquisas experimentais e a aplicacdo clinica dos
transplantes de orgaos (PEREIRA, 2000, SILVA NETO, 2005).

Em 1902, Ullmann, da Escola de Medicina de Viena, realizou o primeiro

autotransplante de rim nos vasos do pescoc¢o de um cdo (PEREIRA, 2000).

Garcia (2006), conta que, em 1920, Dederer realizou um transplante renal
entre dois cdes de mesma raca, tendo o rim funcionando por 26 dias. Como ocorreu
nos experimentos em animais, o rim foi o primeiro 6rgdo transplantado em humanos,
utilizando a experiéncia adquirida na anastomose em animais, e impulsionado pela

dramatica situacédo letal do paciente em anduria.

Com a Segunda Guerra Mundial, houve uma série de avan¢gos na
antibioticoterapia, na obtencédo de fracbes de plasma, nas técnicas de transfusdes
sanguineas, na anestesia endotraqueal com pressao positiva, nas anastomoses
vasculares primarias para lesbes arteriais, na didlise e nos estudos dos enxertos
cutaneos, que contribuiram para estimular o desenvolvimento dos transplantes
(LAMB, 2000).

De acordo com Garcia (2006), os primeiros conceitos explicando as reacdes
do hospedeiro aos tecidos transplantados vém de investigadores, trabalhando em
transplantes de tumores. Primeiramente foi atribuido ao processo de destruicdo dos
transplantes de tumores de mama de rato o nome de imunidade ativa. Foi visto que
um tumor transplantado que levava oito ou nove dias para ser destruido, quando
transplantado pela segunda vez era destruido em trés a quatro dias, concluindo que
era desenvolvida imunidade ao tecido do primeiro transplante, assim destruia mais

rapidamente o segundo.

Em 1952, Dausset, em Paris, descobre os antigenos de histocompatibilidade
e, em 1954, a equipe de Murray, em Boston, inicia o programa de transplante renal

com gémeos HLA idéntico, com retumbante sucesso (PEREIRA, 2000).

Os esforgos foram no sentido de superar o problema da rejeicdo através do
desenvolvimento de novos imunossupressores. Nas décadas de 60 e 70

desenvolveram-se farmacos com uma melhor acdo imunossupressora e expressivos
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efeitos adversos, tais como a nefrotoxicidade, hipertenséo arterial, neurotoxicidade,
hiperglicemia, neoplasias, infec¢des, hiperlipidemia e hiperpotassemia. Em 1983, foi
desenvolvida uma nova droga com caracteristicas mais seletiva e com menor efeito
adverso, a ciclosporina, a qual transformou os transplantes de uma simples
curiosidade, para uma terapia efetiva (SILVA NETO, 2005).

De acordo com Silva Neto (2005), a década de 80 foi marcada pelo
surgimento de varios eventos tais como novas drogas imunossupressoras, a
ciclosporina e o tacrolimus, a padronizagcdo nas retiradas multiplas dos 6rgaos dos
doadores cadaveres e o desenvolvimento de uma nova solucdo de conservacdo dos
orgaos. Estes avancos permitiram obter resultados encorajadores nos transplantes
do rim, coracao e figado proporcionando uma sobrevida de até 80% em dois anos

aos pacientes transplantados.

A obtencado de 6rgdos de doadores cadaveres aumentou em decorréncia do
maior envolvimento do publico e dos profissionais de saude, embora o numero de
pacientes em lista de espera, persistentemente, excedesse o numero de rins
disponiveis (GARCIA, 2006).

O transplante renal foi o primeiro dos procedimentos de transplante de 6rgaos
largamente utilizados no tratamento de faléncia terminal de 6rgdos. As técnicas
cirtrgicas basicas, usadas no transplante renal foram desenvolvidas no principio do
século XX por Alexis Carrel ganhador do prémio Nobel de 1912, e que ainda hoje
sdo adotadas (SILVA NETO, 2005).

O primeiro alotransplante renal no homem foi realizado em 1933 por Voronoy,
um cirurgido ucraniano, para tratar uma insuficiéncia renal aguda causada por
envenenamento com mercurio. Infelizmente, o rim nao funcionou, ja que foi retirado
do doador seis horas apds parada cardiaca, e o receptor morreu 48 horas apos
(PEREIRA, 2000).

Pereira (2000) afirma que, no inicio da década de 50, uma série de
transplantes renais em humanos foi realizada em Paris e Boston, porém, nenhuma
droga imunossupressora foi usada para prevenir rejeicdo, e somente um paciente

sobreviveu, por aproximadamente seis meses apos a cirurgia.
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Segundo Lamb (2000), com os avancos obtidos, passou a haver melhor
avaliacdo e pareamento dos antigenos além da evolucdo da terapéutica
imunossupressora e o0 primeiro transplante renal cadavérico bem sucedido

aconteceu em 1962.

Apesar de todos 0s progressos, a rejeicdo do enxerto e, principalmente, as
infecgbes, persistem como problemas criticos entre os transplantados. A grande
maioria dos receptores de transplante (70 a 80%) apresenta pelo menos um
episédio de infeccdo pos-transplante. Destes, 50% s&o acometidos em algum
momento das suas vidas por infeccbes sistémicas consideradas graves, as
chamadas ‘“infecgcbes maiores”. Essas infecgdes sdo, na maioria das vezes,
causadas por bactérias (55%), podendo ser também devidas a fungos (22%) ou a
virus (22%) (RESENDE, OLIVEIRA, 2000).

Segundo Resende e Oliveira (2000), o risco de infeccdo pos-transplante
depende basicamente da interacdo entre a exposicdo do receptor aos patdogenos
potenciais (fator epidemiologico) e seu estado de imunossupressao. OS processos
infecciosos que acometem os transplantados podem ser secundarios a transmissao
do agente etiolégico pelos hemoderivados ou pelo proprio enxerto, podendo ainda
originar-se de complicacdes pds-operatérias. Podem decorrer também de infeccbes
oportunistas com a participacdo de microrganismos procedentes da flora enddégena
tecidual latente (P. carinii, citomegalovirus, T. gondii, M. tuberculosis, virus do

herpes simples e outros).

4.2 Imunossupressao

A imunossupressao é o fator que, isoladamente, exerce maior influéncia na
ocorréncia das infecgbes nos transplantados, especialmente apds 0s avangos
obtidos na técnica cirargica dos transplantes. Os principais imunossupressores
(Quadro 1) utilizados na pratica médica sdo a ciclosporina, 0s corticoesteroides
(CTE), o tacrolimo, a azatioprina e os derivados do acido micofendlico, que sao
empregados isoladamente ou, com maior frequéncia, associados em esquemas ja

estabelecidos. O OKT3 (anticorpo monoclonal murino contra o antigeno CD3 de
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células T humanas) esta reservado para os casos de rejeicdo de enxerto (LIMA,
COSTA, 2000).

A ciclosporina atua principalmente sobre as células T, ndo interferindo
diretamente sobre a medula 6ssea. Os niveis plasmaticos devem ser acompanhados
para a adequacdo da melhor acéo terapéutica, com 0 menor numero possivel de
efeitos colaterais. Os CTE séo utilizados em quase todos os esquemas terapéuticos.
Estes farmacos quando administrados em altas doses, diminuem a producdo de
anticorpos e a imunidade celular, além de inibir a resposta inflamatéria, o que
aumenta significantemente o risco de infeccbes em geral e das infeccfes fungicas.
O uso prolongado dos CTE pode levar a supressdo de funcdo das suprarrenais,
osteoporose, diabetes melito e distdrbio hidroeletrolitico (RESENDE, OLIVEIRA,
2000).

O tacrolimo é usado como imunossupressor primario poés-transplante de
orgaos solidos, como medicamento para resgate em episédios agudos de rejeicao. A
droga é wusada em esquema Unico Ou em associacdo com outros
imunossupressores, contudo o medicamento ndo € isento de toxicidade,
principalmente nefrotoxicidade necessitando de monitorizacdo de seus niveis

circulantes (LIMA, COSTA, 2000).

A azatioprina e o &cido micofendlico atuam diretamente sobre a imunidade
celular, com risco significativo de leucopenia e supressdao medular. Por isso, deve-se
sempre considerar a suspensdo desses medicamentos quando ha presenca de
infeccdes sistémicas graves. Quando utilizamos no tratamento da rejeicdo, o OKT-3
esta relacionado com o aumento consideravel dos indices de infeccdo em geral e
das infeccdes por fungos, CMV entre outros (RESENDE, OLIVEIRA, 2000).

O citomegalovirus € o patdgeno responsavel por alguns dos quadros
infecciosos mais importantes que acometem pacientes transplantados. Pode causar
efeitos diretos, como lesédo tecidual e doenca clinica, além de uma variedade de
efeitos indiretos, como rejeicdo aguda e crbnica do enxerto, risco aumentado de
doenca linfoproliferativa pOs-transplante e superinfecgcdo bacteriana. A
citomegalovirose constitui a causa mais comum de infec¢do a partir do primeiro més
pos-transplante. E sintomatica em 25 a 30% dos casos, sendo responsabilizada por
cerca de 20% dos 6bitos ocorridos nesse periodo (SALOMAO FILHO et al,. 2000).
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Quadro 1: Classificagcédo das drogas imunossupressoras

Droga Mecanismo Indicagéo leel_ Efeito colateral
terapéutico
5-10
. . Bloqueio da Inducgéo e mg/k_g/dla Nefrotoxicidade
Ciclosporina calcineurina | manutencdo niveis de e hipertesao
¢ 100-300 P
mcg/l
Blogueia Inducéo, Osteoporose,
o APC*+ manutencao . catarata,
Corticoide ~ Y 5 mg/dia .
expressao de e rejeicao diabetes,
citocinas aguda obesidade
Indugéo, Neuro e
. Bloqueio da rejeicédo 0,1-0,2 .
Tacrolimo . : ; nefrotoxicidade,
calcineurina aguda e mg/kg/dia :
~ diabetes
manutencao
Bloqueio da ~
~ Inducéo,
converséo de ~ .
L 2 manutencao, 1-2,6 Mielo e
azatioprina IMP para : Ika/di h icidad
SAMP e te,rapla mg/kg/dia epatotoxicidade
4GMP triplice
Micofenolato | Bloqueia a Inducéo, 1-5 Leli?gtﬁgma’
mofetil mitose manutenc¢ao mg/kg/dia cardiotoxicidade
Anticorpo Inducgéo e
OKT-3 anti-CD3 rejeicao 5 mg/dia l_:ebre e.doen.gas
; linfoproliferativas
(murino) aguda

Nota: Células Apresentadoras de Antigenos, 2IMP: ionosina trifosfato, *AMP:
adenosina monofosfato, “GMP: guanosina monofosfato

Fonte: (adaptada de LIMA, COSTA, 2000).

4.3 Citomegalovirus

No ano de 1955, Margaret Smith isolou um virus originado das glandulas
salivares de pacientes, esse virus cresceu apenas em cultura de célula de rato e nédo
em humanos. O artigo descrito com essa histéria foi rejeitado porque Smith
trabalhava com virus de glandulas salivares de ratos e o editor pensou que ela
poderia ter tido um rato que contaminou a amostra. Hoje sabemos que isso nédo é

possivel jA que o citomegalovirus € espécie-especifica, ou seja, 0 CMV de outros
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animais nédo infecta ou compromete o organismo humano. (SANTOS; ROMANOS,;
WIGG, 2002).

Rowe e colaboradores estavam interessados em estudar viroses respiratorias
isoladas a partir de tecidos de adenoides suspeitando ser um virus da varicela, ja
gue as células continham inclusdes intracelulares, como descritos por Weller (Figura
1) em 1953 nos casos de varicela. Rowe encaminhou a amostra para o laboratorio
onde Weller se encontrava para obter mais informagdes e ter a confirmacdo do
virus, porém Weller confirmou que n&o era o virus que Rowe pensou que era, mas
um tipo similar que Weller tinha isolado a partir de uma paciente com suspeita de
toxoplasmose (HO, 2008).

Um ano depois Weller e colaboradores localizaram o mesmo tipo de
particulas do agente presente no figado e urina de criangas com infec¢do congénita.
Em seguida, os trés autores juntaram as informacdes e em 1960 foi sugerida a
definicdo do nome citomegalovirus (CMV), devido a alteracdo da forma da célula
citomegalica (SANTOS; ROMANOS; WIGG, 2002).

Figura 1: Thomas H. Weller

=
e
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3
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Nota: pediatra, virologista, parasitologista e descobridor do CMV
Fonte: (Ho Monto, 2008)
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Originalmente, o nome citomegalovirus (CMV) deve-se a uma das mais
importantes caracteristicas observadas durante os estudos sobre o agente. O nome
citomegalovirus € descrito como, cito (célula) e megalo (grande), devido a aparéncia
das células (TRABULSI, ALTERTHUM 2008).

O CMV pertence a familia dos Herpesviridae (Figura 2), subfamilia (-
Herpesvirinae, ao grupo de virus da espécie Human herpesvirus 5 (HHV-5) do

género Citomegalovirus (ICTV, 2012).

Figura 2: Taxonomia viral

adnaviridas
Raovindae Adenavirdae
Relrovindae =
Herpasyiridae

ARD \/ ' apiliomavifidas

DNA
Calcivindae : _% dupla fita AT 1
Hepewviridas DNA
RNA fita simples F—a
Picomavindas (+) polaridade iy Parvovirkdae

RNA fita simples

Togaviridae
(-} polarigade

Virus da Hepatite Delta

Flmiviicse Rhabdoviridae

Coronavirdae

e Filavirdae
Orihomixovindae

Arenaviridae Bunyayiridaa
Nidovirales Mononegaviresas

Nota: destaque para Herpesviridae
Fonte: (STEPHENS, 2009)

4.3.1 A estrutura viral

A estrutura viral do CMV é constituida por DNA (Acido Desoxirribonucleico) de
duplo filamento, que esta localizado dentro de um capsideo proteico de simetria

icosaédrica (20 faces), essa camada esta envolta pelo tegumento e revestida por
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outra camada lipidica, onde estdo presentes as glicoproteinas (Figura 3)
(JUNQUEIRA; SANCHO; SANTOS, 2015; TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

Figura 3: Estrutura viral do Citomegalovirus

Fonte: (TOMTISHEN, 2012)

Comparado aos outros do mesma familia, possui o maior contetdo genético,
tendo em seu genoma 241kbp, permitindo codificar aproximadamente 166 a 230
proteinas (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

O tempo médio de vida desse agente é de aproximadamente 45 minutos a
37°C. Sendo que o CMV é encontrado em muitos mamiferos como camundongos,
cobaias entre outros, porém as cepas do agente sdo espécies-especificas
(PANNUTI et al., 2013).

Uma das caracteristicas que definem a infeccdo por HCMV (Citomegalovirus
Humano) é a célula bem grande, que alguns autores chamam de “célula armada”
medindo por volta de 25 a 35 mm em diametro e proximo ao centro contém um
corpo de inclusado intracelular basofilico, conhecido como “olho de coruja”. Para
visualiza-los é preciso realizar uma coloracdo especifica como de Papanicolaou ou
Hematoxilina-eosina (HE) (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2009).
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Outros pesquisadores detectaram a presenca em células de figado, rins e
pulmdo de natimortos com caracteristicas tipicas de CMV como halo mais claro,
células gigantes com nucleo excéntrico e inclusdes intracelulares como mostrado na
figura 4 (HO, 2008).

Figura 4: Morfologia da célula infectada por CMV

Nota: (A) células com halo, inclusdes intracelulares e
citoplasméticas; (B) célula citomegalica com nucleo excéntrico, halo
e inclusdes.

Fonte: Adaptada de HO, 2008

Uma das especificidades do CMV € a capacidade do tempo de laténcia, pois
esse agente nao € eliminado do organismo facilmente, ou seja, quando uma pessoa
é infectada, o CMV permanece em seu organismo na forma latente e so é reativado
através de um estimulo que modifica o sistema imunologico do hospedeiro, como,
por exemplo, a imunodeficiéncia. A duplicacdo do DNA viral é intracelular, ndo
permitindo a acdo dos anticorpos neutralizantes, porém o CMV pode ser facilmente
inativado por fatores fisico-quimicos, como por exemplo, alta temperatura (56°C por
30 minutos), baixo pH, luz ultravioleta, solventes lipidicos, ciclos de congelamento
e/ou descongelamento entre outros (JUNQUEIRA; SANCHO; SANTOS, 2008).
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4.3.2 Ciclo Viral

A duplicacdo do DNA viral depende dos produtos genéticos da célula
hospedeira trabalhando juntamente com as fungdes virais levando a uma alta
desregulacdo da expressdo do ciclo genético da célula. O ciclo de replicacédo
depende tanto das fungBes celulares quanto da célula do hospedeiro (JUNQUEIRA;
SANCHO; SANTOS, 2008).

A biossintese viral tem inicio com a penetracdo do virus na célula hospedeira
através da adsorcdo das glicoproteinas de seu envelope com receptores especificos
da membrana plasmatica. Apos a fuséo, o nucleocapsideo é liberado no citoplasma
celular e levado pelo citoesqueleto, através dos poros nucleares, até o interior do
nacleo, onde o DNA é replicado. As proteinas do tegumento sédo carregadas para o
ndcleo, juntamente com o nucleocapsideo, e sdo responsaveis pela ativacdo da
sintese de uma nova progénie viral. Dentre essas proteinas, algumas sao
importantes para induzir o inicio da sintese proteica e outras interrompem a sintese
macromolecular da célula. A replicacdo do genoma viral obedece a uma ativacédo
chamada em cascata, em que as proteinas regulatorias ou proteinas a sao
produzidas nas duas primeiras horas pos-infecgao e ativam/reprimem as proteinas 3
(responsaveis pela replicacdo do DNA viral e de enzimas correlatas) que por sua vez
ativam/reprimem as proteinas y (proteinas estruturais) que irdo regular a sintese de
mais proteinas a (SANTOS; ROMANOS; WIGG, 2002).

De acordo com Santos, Romanos e Wigg (2002 p. 102), as proteinas que
formam as espiculas virais sao glicosiladas no reticulo endoplasmatico rugoso e
aparelho de Golgi. As glicoproteinas sdo inseridas na membrana nuclear, que
formara o envelope viral na montagem final de novos virus no nudcleo da célula. A
liberacdo da particula completa, no meio extracelular, provavelmente, se da por
fusdo de vesiculas intracitoplasmaticas carregando o virus envelopado no nucleo,

com a membrana citoplasmatica.

Quando o virus penetra no organismo humano, este inicia um processo de
replicacdo de DNA viral, dentro de um periodo entre 14 e 24 horas apoés a infecgcéo
e, consequentemente, ha a liberacdo do virus nos fluidos corporais e também na

corrente sanguinea. De acordo com Jungueira e colaboradores (2008), a replicacao
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viral é dividida em trés fases dentro de 24 horas. Na primeira fase, nas 4 primeiras
horas seguidas a infeccdo, ocorre a producdo de proteinas regulatorias, ja na
segunda fase, que estd compreendida entre 4 e 8 horas, ha a producdo da DNA
polimerase viral, e na terceira fase, 8 a 12 horas apés o contagio, sédo sintetizadas

protel'nas estruturais e ocorre a montagem de novos virus.

4.3.3 Infeccao

Existem algumas formas clinicas do CMV quando ocorre a infec¢éo, devido a
presenca de anticorpos especificos circulando na corrente sanguinea do individuo. A
infeccdo pelo CMV pode ser primaria ou por reativacdo. De acordo com Deboni e
colaboradores (2002), quando o receptor com sorologia negativa é transplantado
com doador com sorologia positiva para CMV (R- D+) é definida como infeccdo
primaria; ja o receptor com sorologia positiva para CMV transplantado com doador
com sorologia positiva ou negativa (R+ D+/-), € conhecida como reativacdo (DEBONI
et al., 2002).

A infeccdo por CMV € importante em pacientes que realizaram transplante
renal devido a sua alta prevaléncia na populacéo, podendo resultar na morbidade e
mortalidade do individuo. E importante conhecer a sorologia tanto do doador quanto
do receptor, ja que o risco de doenca na situacao D+/R- é muito mais grave do que
D-/R- (SIA, 2000).

Grande parte dos pacientes soronegativos que recebem o rim de doadores
soropositivos (D+/R-) soroconvertem, ou seja, o individuo adquire a infec¢cdo nos
primeiros seis meses depois do transplante e assim pode desenvolver a doenca pelo
CMV (DUNN et al., 1991).

Os pacientes imunocompetentes, quando infectados pela primeira vez pelo
CMV, podem ndo apresentar nenhum sintoma, ou seja, progredir
assintomaticamente ou podem ser observados sintomas como febre, linfocitose
atipica entre outros (MELLO et al., 2008).
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4.3.4 Epidemiologia

O CMV é um patdogeno humano distribuido frequentemente entre as
populacdes do mundo, podendo chegar a 85% de individuos adultos ja infectados,
variando de acordo com o nivel socioeconémico dos individuos, sendo que a
prevaléncia é maior nas pessoas que moram em paises subdesenvolvidos,
facilitando a contaminac&o em outros lugares. J& em paises desenvolvidos o numero
de infeccdes é mais alto em habitantes de baixa renda e em imigrantes de paises
em desenvolvimento. Outros autores através de estudos soroepidemiologicos
notaram a possibilidade de existir uma relacéo entre a prevaléncia de anticorpos em
uma populacdo adulta e seu nivel socioeconémico (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008,
MELLO et al., 2008).

Segundo Santos, Romanos e Wigg (2002), a infeccdo por CMV possui alta
prevaléncia em individuos transplantados, variando entre 46 a 100% nos diferentes
grupos e cerca de 85% dos transplantados com infec¢cdo primaria tornam-se
assintomaticos e 20-40% tem infecgBes recorrentes clinicamente aparentes.
Pessoas com alto grau de risco, como homossexuais ou bissexuais portadores de
HIV, possuem alta soropositividade. Nestes pacientes, a infeccdo por CMV
apresenta elevada morbidade e mortalidade devido ao agravamento da
imunossupressao, manifestada pelo decréscimo da quantidade de linfécitos T CD4 +
e a presenca de viremia. Assim como, os profissionais da area da saude, médicos e
enfermeiros, estdo predispostos ao contato com individuos com alto risco de

infeccéo.

A infeccéo pelo CMV pode acometer ainda mais os organismos dos pacientes
imunossuprimidos, principalmente os transplantados, tanto de érgdos sélidos como
transplante de células. Alguns autores como Deboni e colaboradores (2001),
relataram que a infeccdo por CMV € a complicacdo infecciosa mais vista em
pacientes receptores de transplante renal com a incidéncia variando de 30 a 60%,
chegando até 90% dos casos, dependendo da carga viral e da imunossupressao
utilizada, e Guimardes (2002) mostra que a incidéncia chega aos 70%,
principalmente nos primeiros meses apos o transplante, demonstrando alto indice de

NOvVOS Casos.
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4.3.5 Transmissdo e manifestacao clinica

Apos a infeccdo inicial, o virus pode estar presente em varios locais do corpo
do individuo. A transmissdo do CMV pode acontecer através da saliva, secrecbes
respiratérias, urina, sangue, secrecdes da cérvix uterina, transmissdo sexual via
sémen, transfusdo sanguinea, transplantes de 6rgaos, leite materno, medula 6ssea
entre outros 6rgdos. O primeiro contato desse agente é caracterizado pela resposta
humoral, ou seja, pela producdo de anticorpos especificos IgM e IgG. A presenca de
IgG positiva indica o contato prévio com o virus, porém ndo exatamente o CMV ativo
(JUNQUEIRA; SANCHO; SANTOS, 2008).

As contaminac¢des mais frequentes s&o o contato com as criangas, a atividade
sexual e os individuos transplantados renais. De acordo com alguns autores, 0 virus
€ o principal agente causador de doenca que compromete o homem; segundo
Mercatelli (1998) aproximadamente 85% da populacédo ja € afetada, levando em
conta que a primeira infecgcdo pode ser por via uterina ou no periodo perinatal
(MELLO et al., 2008).

A maioria dos pacientes HIV positivos que possui 0 virus apresenta retinite,
85% dos casos de pacientes de acordo com Junqueira e colaboradores (2008), pois
0 virus pode infectar a retina. J& a segunda manifestacdo clinica mais frequente

ocorre no sistema gastrointestinal, podendo causar gastrite, esofagite entre outros.

A incidéncia de pacientes infectados ativos pelo CMV varia de acordo com o
tipo de 6rgdo para transplante em imunocomprometidos além do estado soroldgico
tanto do receptor quanto do doador, sendo aproximadamente 54 a 92% apdés o
transplante de pulmdo, 30 a 70% em transplantados com células progenitoras
hematopoiéticas e principalmente chegando 60 a 100% em pessoas transplantadas
de 6rgaos como rim ou figado (MATOS; MEYER; LIMA, 2011).

De acordo com Guimaraes (2002), os mecanismos responsaveis por uma
infeccdo por CMV séo pelo enxerto do doador ou por transfusdo sanguinea e
derivados, doador com sorologia positiva relacionada a um receptor CMV negativo,
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reativacdo de uma infec¢ao pelo CMV latente em paciente sob imunossupresséao e

transmisséo de uma cepa diferente de virus a um receptor positivo.

O caso menos frequente, porém passivel de acontecer, é em transfusdes de
hemoderivados de doadores soropositivos para pacientes transplantados
soronegativos que elevam também o risco, o que pode ser amenizado pela

irradiacéo de bolsas na pré-transfusdo (TONG et al., 1998).

4.3.6 Métodos diagnosticos de infecgcdo e doencga ativa pelo CMV

Segundo Fonseca (2015), na pratica clinica existem alguns conceitos basicos
essenciais que auxiliam na avaliacdo correta de testes diagnésticos como, acuracia
do teste, sensibilidade, especificidade e valores preditivos. A acuracia do teste é a
proporcao de testes verdadeiramente positivos e verdadeiramente negativos em
relacdo ao numero total dos resultados (a+d/a+b+c+d), como visto no modelo de
tabela 2x2 (Tabela 1). Maior sensibilidade, quer dizer que a maior proporcao de
pacientes doentes tem o teste diagndstico positivo (a/a+c). J& a especificidade é
definida como a relevancia de individuos saudaveis que apresentam teste negativo
(d/b+d). Os valores preditivos também séo calculados nas linhas horizontais da
tabela 2x2 e estdo relacionados com a estimativa da presenca ou ndo da
enfermidade, com base no resultado positivo (a/a + b x 100) ou negativo (d/d + ¢
x100) do teste.

Tabela 1: Tabela no formato 2x2

Enfermidade

Teste Presente Ausente
Positivo Verdadeiro-positivos (a) Falso-positivos (b)
Negativo Falso-negativos (c) Verdadeiro-negativos (d)

Nota: mostra o calculo de acuracia, sensibilidade e especificidade de um teste diagnéstico.
Fonte: (FONSECA, 2015)
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Embora tenha havido progressos na profilaxia da infec¢cdo pelo CMV, ainda
causa muita mortalidade nos pacientes transplantados, necessitando encontrar
maneiras de detectar 0 agente causador através de testes diagnosticos sensiveis e

especificos, precoces e de rapida execucado (GONZALEZ et al., 1999).

Os métodos diagndsticos para o CMV muito utilizados eram os sorolégicos,
histopatologicos e a cultura de células, porém devido a baixa sensibilidade e
dificuldades nas técnicas esses procedimentos ndo sdo tdo preferiveis devido as
suas desvantagens (KOTTON, 2013).

4.3.6.1 Sorologia

Os testes sorolégicos sdo utilizados para determinar se o paciente teve no
passado a infeccdo pelo CMV, determinando a presenca ou auséncia de IgG no
organismo. A deteccao de titulos de IgM ndo deve ser utilizada para diagndéstico na
infeccdo ativa no transplante, pois a quantidade de IgM ndo € detectada
precocemente, tendo assim relacdo com inicio tardio do tratamento no paciente
(KOTTON, 2005).

4.3.6.2 Histopatologia

Na histopatologia, o0 processo requer biopsia tecidual, o0 método € pouco
sensivel e s6 permite o diagnostico de doenca invasiva, apesar de que mostra

certeza da doenca quando as inclus@es virais sao encontradas (HUMAR, 2009).

4.3.6.3 Cultivo em células — Método convencional

A cultura viral, ainda é utilizada em areas como a pesquisa como um método
padrdo para comparar com as novas técnicas de diagnosticos. A cultura
convencional consiste na inoculacdo de espécimes clinicos em fibroblastos humanos

e a observacdo do efeito citopatico, porém o tempo necessario para obter o
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resultado € muito demorado, aproximadamente de 28 ou mais dias. Sendo assim,

para obter o diagndéstico precoce fica claramente inviavel (BRITT, 1996).

4.3.6.4 Shell vial

Na técnica de cultivo de células com adicédo de anticorpos monoclonais, mais
conhecido como “Shell vial assay”, uma variante da cultura convencional, sao
adicionados ao meio de cultura celular inoculado com a amostra clinica anticorpos
monoclonais dirigidos as proteinas imediatamente precoces do CMV. A
interpretacdo nao é feita através do efeito citopatico e sim por imunofluorescéncia ou
ELISA, diferenciando-a da cultura classica. Este método possui vantagem como

rapida execucdo podendo obter resultado em até 24 horas (TANABE et al., 1997).

Um estudo avaliou transplantados renais infectados pelo CMV em que esse
método obtinha sensibilidade de 71% e a especificidade de 74% em sangue. J& O
VPP foi de 50% e o VPN de 88%. Outros autores mostraram que ha grande
desvantagem nesse método, pois a positividade se da tardiamente no curso da
doenca, em torno de 25 dias apés o comeco do quadro clinico (AITKEN et al., 1999;
ABU-NADER; PATEL, 2000).

Em busca de metodologias mais sensiveis, a antigenemia e a Reacdo em
Cadeia de Polimerase sdo os mais recomendaveis para realizar a pesquisa viral do
CMV.

4.3.6.5 Antigenemia

A pesquisa da antigenemia pp65 (proteina da matriz do CMV) vem sendo
utilizada em transplantes de 6rgéos e tecidos desde o final da década de 80, e
apesar de os métodos baseados em amplificacdo de acido nucleico (PCR) terem
revolucionado a aplicabilidade clinica do laboratério de virologia na ultima década
(SCHROEDER et al., 2009).
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Relatos apontam que a técnica foi desenvolvida e descrita pela primeira vez
por Van Der Bij, em 1986, na Holanda. E na década de 90 comecou a ser utilizada
no Brasil (DEBONI, 2001).

Segundo a ANS (Agéncia Nacional de Saude Suplementar) — Brasil (2014),
este exame nao faz parte do chamado Rol de Procedimentos e Eventos em saude,
no qual estdo contidos aqueles procedimentos e exames que os planos de saude
privados devem, obrigatoriamente, oferecer cobertura aos seus clientes. Embora
existam outros exames direcionados ao diagnéstico do CMV nesse Rol, a
Antigenemia para Citomegalovirus ndo pdde ser incluida devido a falta de

padronizacao da técnica, entre outros problemas.

Segundo Schroeder (2009), essa metodologia ainda é amplamente utilizada
nos dias atuais em centros de transplantes e diagndéstico em todo o mundo, com
consideravel sucesso em estratégias de terapia preventiva, por permitir o
diagnoéstico de infeccdo ativa e/ou replicacdo viral incipiente, evitando com isso o

desenvolvimento de doenca no 6rgéo-alvo.

O exame se baseia na utilizacdo de um anticorpo monoclonal primério contra
a proteina pp65 da matriz viral e informa indiretamente a carga viral em células do
sangue. Utilizam-se para o teste leucécitos polimorfonucleares (PMN) extraidos de
sangue periférico, com base no conhecimento que eles séo as principais células na
expressdo de antigenos virais durante a infec¢do ativa pelo CMV (BOSCHIROLLI,
2003). Contra a proteina é dirigido um “pool” de anticorpos monoclonais, sendo feita
reacdo com imunoperoxidase ou imunofluorescéncia indireta e leitura através de
microscopia Optica com aumento de 400 vezes ou microscopia de fluorescéncia,
com contagem das células pp65-positivas A maior parte dos pacientes
transplantados com doenca pelo CMV (89%) tem antigenemia positiva precedendo o
quadro clinico. A positividade ocorre precocemente, em media sete, até nove dias,
antes dos sintomas. As altas sensibilidade e precocidade do método permitem que
seja feita vigilancia de infeccéo pelo CMV em pacientes de maior risco, orientando o
tratamento pré-sintomatico. Porém, ja foi demonstrado que nem sempre o antigeno
pp65 € detectado em pacientes com doenca pelo CMV, o que representa uma
limitacdo no método (BOSCHIROLI, 2003).
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A identificacdo de antigenos de replicagdo viral por antigenemia em sangue
periférico consiste em quatro etapas: (l) Isolamento de leucécitos do sangue
periférico e confeccdo das laminas, (Il) fixacdo das amostras, (Ill) imunocoloragcéo
em laminas de microscopia, utilizando um anticorpo monoclonal primario e um
anticorpo secundério conjugado com peroxidase, fosfatase alcalina ou fluoresceina e
(IV) leitura através de microscopia Optica (imunoistoquimica) ou de fluorescéncia
(imunofluorescéncia) e quantificacdo (SCHROEDER et al., 2009; BOECKH; BOIVIN,
1998).

Em resumo, a deteccdo do antigeno pp65 por imunoistoquimica através da
revelacdo pela fosfatase alcalina necessita seis horas para sua execuc¢dao e utiliza a
sedimentacdo por dextran (fracdo enriquecida de polimorfonucleares) para
separacédo de leucécitos polimorfonucleares e hemécias a partir de 3mL de sangue
(amostra inicial). O emprego da fluoresceina visualizada através de microscopio de
imunofluorescéncia utiliza a lise de hemacias a partir de uma amostra de 1mL de
sangue, obtendo os leucécitos totais para a andlise final, com resultado em até duas
horas. O resultado final é expresso em numero de células positivas (com replicacédo
viral ativa) em 100.000 granulécitos na técnica de imunoistoquimica e em 200.000

leucdcitos na imunofluorescéncia (SCHROEDER et al., 2009).

O método possui algumas limitagcdes como possiveis variacbes na execucao
da técnica entre os diferentes locais onde é realizada, devido a dificuldade de
padronizacdo da mesma, subjetividade do analista para a quantificacdo dos
resultados, pois depende da interpretacdo das caracteristicas que evidenciam a
positividade da célula ou néo, diferentes origens dos anticorpos monoclonais, o que
muitas vezes impossibilita uma comparacao interlaboratorial, perda de rendimento
quando a amostra é estocada em razdo do seu curto periodo de viabilidade (6
horas), limitacdo diagndstica em casos de amostras de pacientes neutropénicos,
necessidade de equipe treinada entre outros (BOSCHIROLI, 2003).
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4.3.6.6 Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR)

A PCR é o método molecular mais empregado tanto para detec¢cao como para
quantificacdo do DNA viral, € bastante utilizada em nivel de pesquisa e vem sendo

cada vez mais empregada para diagnoéstico na pratica clinica (BOSCHIROLI, 2003).

De acordo com Alberts (2006), a sequéncia de DNA a ser amplificada é
utilizada para projetar dois oligonucleotideos de DNA sintéticos, cada um
complementar a sequéncia de uma fita do DNA dupla hélice em extremidades
opostas da regido a ser amplificada. Esses oligonucleotideos servem como
indicadores para sintese do DNA in vitro, que € realizada por uma DNA polimerase e
determinam o segmento do DNA a ser amplificado. Na figura 5 mostra em (A) a PCR
inicia com DNA dupla-fita, e cada ciclo da reacdo comeca com tratamento breve de
aquecimento para separar as duas fitas (etapa 1). Apds héa o resfriamento do DNA
na presenca de um excesso de dois oligonucleotideos de DNA iniciadores permite
gue esses iniciadores hibridizem com sequéncia complementares nas duas fitas de
DNA (etapa 2). Essa mistura é, entdo, incubada com DNA polimerase e 0s quatro
deoxirribonucleosideos trifosfatos (etapa 3). O ciclo é iniciado através do
aguecimento para separar as fitas de DNA recém-sintetizadas. JA em (B) os
fragmentos recém-sintetizados servem como moldes, e dentro de poucos ciclos o
DNA predominante € idéntico a sequéncia delimitada pelos dois iniciadores no
molde original. Na pratica, 20-30 ciclos sdo necessarios para uma amplificacdo Util
de DNA. Cada ciclo duplica a quantidade de DNA sintetizado no ciclo anterior. Cada
ciclo leva cerca de 5 minutos. Do DNA adicionado na reacao original, apenas a
sequéncia delimitada pelos dois iniciadores é amplificada. Na figura 5 (B) quatro
ciclos de reacdo produzem 16 cadeias de DNA, 8 das quais (em amarelo) sdo do
mesmo comprimento e corrrespondem exatamente a uma ou outra fita da sequéncia
original mostrada no extremo esquerdo; as outras fitas contém DNA extra que esta
além da sequéncia original, replicado nos primeiros ciclos. Depois de mais 3 ciclos,
240 das 256 cadeias corresponderdo exatamente a sequéncia original e, depois de
mais alguns ciclos, essencialmente todas as fitas de DNA terdo esse Unico

comprimento.



Figura 5: Amplificacdo de DNA pela técnica de PCR
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A possibilidade de estocar o material sem perda de rendimento na execucao é

hY

uma vantagem da PCR em relacdo a antigenemia, cujo resultado pode ser

subestimado, quando a amostra € estocada (GUIVER et al.,2001).

As limitagbes da PCR sdo o custo relativamente elevado, a técnica mais

trabalhosa, a facilidade com que ocorre contaminacdo do ambiente laboratorial, e

consequentemente, de amostras e a capacidade de deteccdo de DNA latente,

inerente a alta sensibilidade do método, contribuindo para o0 aumento do nimero de

resultados falsos positivos (THE et al., 1995).

Diversos estudos ja foram feitos com PCR para DNA de CMV em pacientes

imunossuprimidos utilizando-se sangue total, leucécitos periféricos totais ou

subpopulacdes de leucotcitos e plasma ou soro, com técnicas qualitativas ou

guantitativas de deteccéo. Estabelecer a metodologia mais adequada em cada

situacdo ainda € motivo de estudos (BOSCHIROLI, 2003).
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4.3.6.7 PCR qualitativa

De acordo com Boschiroli (2003), a PCR qualitativa pode ser realizada a partir
de diversos materiais como em leucécitos isolados de sangue periférico e plasma. A
PCR em leucdcitos é feita a partir da extracdo de DNA isolado de leucdcitos de
sangue periférico. J& em plasma dispensa a extracdo de DNA a partir de leucdcitos,
0 que torna tecnicamente mais facil e rdpida a sua execucdo, essa técnica foi
desenvolvida a partir de estudos realizados na tentativa de aumentar a
especificidade e o VPP das técnicas qualitativas, na qual se basearam na deteccéo
de DNA a partir do plasma, tendo em vista que a presenca do CMV no plasma
decorre da replicacéo e transferéncia do virus de dentro dos leucdcitos para a fracéo
plasmética.

Outros autores citados por Boschiroli (2003) apresentaram resultados
discordantes em relacdo a estudos comparativos envolvendo técnicas para deteccao
do CMV, demonstrando que ocorrem variacdes de acordo com as situacfes que sao

empregadas, como o tipo de transplante.

4.3.6.8 PCR quantitativa

A PCR quantitativa (QPCR) consiste em outro recurso diagnéstico elaborado
na tentativa de aumentar a especificidade e o VPP da PCR para doenca pelo CMV.
Os métodos de qPCR permitem estabelecer correlacdo em carga viral no sangue e
infeccdo sintomética presente ou futura em receptores soropositivos previamente ao
transplante, nos quais a PCR qualitativa se mostrou muito inespecifica
(BOSCHIROLI, 2003).

Varios métodos de PCR s&o atualmente disponiveis para a amplificacdo do
DNA, entre eles: 1) métodos semiquantitativos, que se baseiam em diluicdes das
amostras previamente a execucdo da PCR; 2) os métodos competitivos que se
baseiam na co-amplificacdo do alvo do DNA pesquisado e de sequéncias
modificadas do mesmo DNA, com alvo semelhante como controle, sendo

quantificadas simultaneamente e avaliadas pela proporcao da amplificacao obtida de
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cada uma das duas sequéncias; 3) métodos ndo competitivos. Para a leitura, varias
técnicas diferentes de deteccao foram também desenvolvidas, entre elas: 1) gel de
agarose; 2) uso de marcadores de PCR fluorescentes e deteccédo com fluorescéncia
induzida por laser utilizando eletroforese em capilar; 3) captura em placa e
hibridagdo com sonda “sanduiche”. Todos estes métodos sdo considerados eficazes
na quantificacdo do DNA, mais requerem manipulagcdo po6s-PCR que demanda
trabalho e tempo adicionais e risco de contaminacdo do ambiente laboratorial. Outra
limitacdo destes métodos é a impossibilidade de processamento de grande nimero
de amostras por reacdo, exceto a captura em placa, sendo inadequados para
situacdes de alta demanda como, por exemplo, em rotina diagndstica ou em estudos
clinicos (HEID et al., 1996).

A gPCR também pode ser realizada tanto em leucdcitos quanto em plasma,
porém parece existir diferenca na capacidade que um método tem de avaliar a carga
viral de acordo com o material utilizado. Schafer e colaboradores (1998 apud
BOSCHIROLI, 2003, p.30) verificaram que, quando comparada a carga viral em
leucécitos totais com subpopulagdes (PMN e mondcitos) podem ser encontrados
diferentes resultados em testes pré e pés-tratamento, sendo em mondcitos pouco
significativa na variacdo da carga viral do CMV. Tal dado é refutado por Boivin e
colaboradores (1998 apud BOSCHIROLI 2003, p.30) ao defender o uso da gPCR
em monaocitos circulantes, tanto para o diagnéstico como para monitoracdo do

tratamento.

Ambos os testes realizados utilizando leucdcitos ou plasma apresentam
sensibilidade e especificidade muito elevadas (BOSCHIROLI, 2003).

4.3.6.9 PCR quantitativa em tempo real (“real time qPCR”)

O meétodo da gPCR em tempo real foi descrito pela primeira vez por Heid e
colaboradores (1996), o qual tem como principal caracteristica a leitura da

guantidade de DNA amplificado a cada ciclo de amplificagao.
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O método permite com grande precisdo quantificar o DNA, com uma ampla
variagdo da carga viral detectavel, podendo detectar cargas virais tdo baixas como

10 copias virais até muito elevadas (GAULT et al., 2001).

As variabilidades inter e intra-ensaios sdo baixas e a reprodutibilidade elevada
(HEID et al., 1996).

O uso da qPCR em tempo real ja foi demonstrado em diversos tipos de
amostras, incluindo sangue total, leucdcitos periféricos, plasma, urina e liquido
amnioético (BOSCHIROLI, 2003).

A tecnologia de PCR em tempo real oferece algumas vantagens em relacao
aos meétodos de PCR anteriormente descritos: 1) todo o processamento (a
amplificacdo e a quantificacdo do DNA) ocorre num sistema de frascos fechados,
dispensando qualquer manipulacdo pos-PCR como ocorre na eletroforese,
reduzindo o risco de contaminacdo; 2) o método é menos trabalhoso e é menor o
tempo de execugdo; 3) maior numero de amostras pode ser analisada

simultaneamente, atendendo grandes demandas (HEID et al., 1996).

4.4 Estudo comparativo entre os principais métodos para o diagndstico de

CMV em transplantados renais

O diagnostico da doenca por CMV continua controverso devido a dificuldade
de separar os pacientes que tém apenas a infeccdo assintomatica da minoria de
pacientes que apresentam a doenca pelo CMV (RESENDE, OLIVEIRA, 2000).

Os primeiros métodos diagnosticos a serem desenvolvidos para o diagndstico
de infeccdo por CMV foram cultura viral e os testes sorologicos. Estes exames,
porém, apresentam positividade tardia, o que ndo contribui para um diagndstico
precoce da infeccdo pelo CMV (SAO PAULO, 2011).

O impacto causado pelo CMV na morbidade, mortalidade e risco de perda do
enxerto em transplantados renais exigiu métodos diagndésticos rapidos, eficazes, e
de alta sensibilidade e especificidade. Grandes avancos no diagnostico precoce de

CMV foram obtidos através de exames tais como antigenemia e métodos de
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deteccdo de acido nucleico (PCR), os quais possuem essas caracteristicas reunidas
(HOSPITAL DO RIM E HIPERTENSAO - SAO PAULO, 2011).

A partir destes fatos alguns autores foram reunidos a seguir a fim de analisar
comparativamente os métodos em questdo em estudos envolvendo transplantados

renais.

No estudo de BHATIA et al (2004), 73 pacientes transplantados renais, com
suspeita clinica da doenca pelo CMV ativa, entre janeiro de 2000 e mar¢o de 2002,
foram incluidos. A maior parte dos pacientes foi submetido a combinacao tripla de
drogas imunossupressoras. Outros 22 voluntérios saudaveis formaram o grupo de
controle. As amostras foram coletadas todas ao mesmo tempo e submetidas aos
testes de sorologia, PCR qualitativa e antigenemia para citomegalovirus por
imunofluorescéncia. Dos 73 pacientes com suspeita de doenga por CMV, 37 tiveram
a confirmacdo. Em 36 casos, a febre e a leucopenia podem ser explicadas por
outras causas (por exemplo, infeccdo bacteriana/pneumonia flngica, septicemia). A
tabela 2 mostra os resultados dos trés métodos utilizados nos pacientes com e sem
doenca pelo CMV e em individuos controle. Em trés dos casos de doenca pelo CMV,
a antigenemia pode ter sido negativa devido ao atraso no processamento (amostras
vieram de outras cidades; e em outro caso, devido a leucopenia. A tabela 3 mostra a
sensibilidade, a especificidade, valor preditivo negativo e o valor preditivo positivo

dos trés métodos utilizados.

Tabela 2: Sensibilidade/Especificidade dos trés métodos usados para o diagnoéstico

de doenca ativa pelo CMV

IgM anti-CMV Antigenemia PCR (soro)
Positivo  Negativo  Positivo  Negativo Positivo Negativo
Pacientes com doenga pelo 27 10 33 04 37 0
CMV (37)
Pacientes sem doenca pelo 22 14 0 36 16 20
CMV (36)
Controles (22) 0 22 0 22 0 22

Fonte: Adaptado de BHATIA et al., 2004.
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Tabela 3: Sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor preditivo

negativo dos trés métodos

Métodos CMV IgM Antigenemia PCR
Sensibilidade 72,97% 89,18% 100%
Especificidade 62,06% 100% 72,41%

VPP 55,10% 100% 69,81%
VPN 78,26% 93,54% 100%

Fonte: Adaptado de BHATIA et al., 2004.

Os resultados obtidos por Bhatia et al. (2004) evidenciam que 0S ensaios
sorologicos nao tém utilidade no diagndéstico de reativacao de infeccéo pelo CMV em
pacientes transplantados devido as possiveis modificacdes na producdo de
anticorpos por diversos fatores, o que leva a resultados ndo aplicaveis para a
correlagdo clinica, devido a soroconversao tardia e seu VPP baixo. A antigenemia
demonstrou-se bem util para a deteccao de infeccdo por CMV precoce ou ativa, com
bons resultados de sensibilidade e especificidade. A PCR, embora seja
extremamente sensivel, muitas vezes nao possui especificidade clinica, pois devido
a alta sensibilidade na amplificacdo de DNA, o resultado qualitativo positivo pode

levar o paciente a tratamento desnecessariamente.

O estudo feito por Boschiroli (2003) teve como principal objetivo avaliar as
caracteristicas clinicas e comportamento da antigenemia e da qPCR em tempo real
na doenca pelo CMV. No estudo foram incluidas 394 amostras de sangue periférico
de 182 pacientes submetidos a transplante de rim/rim-pancreas, para os quais tenha
sido solicitada antigenemia para CMV enquanto internados, no periodo de 24 de
abril de 2001 e 18 de marc¢o de 2002.

As amostras para ambos os testes foram coletadas concomitantemente, em
geral, semanalmente. As amostras de antigenemia foram processadas no
Laboratorio de Virologia do Instituto de Doengas Infecciosas e Parasitarias —
Universidade Federal de Sao Paulo (IDIPA-UNIFESP), utlizando a
imunoistoquimica. Quanto as amostras para PCR em tempo real, a extracdo do DNA
foi realizada no IDIPA — UNFESP e posteriormente enviadas ao Laboratério de
Genética do Cancer do Instituto Ludwig de Pesquisa sobre o Cancer (Sao Paulo)
para quantificacdo da carga viral (BOSCHIROLI, 2003).
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Segundo a analise de Boschiroli (2003), a indicacdo mais frequente de
solicitacdo de antigenemia foi a suspeita de doenca por CMV (73,6%), seguida de
controle de tratamento (22,4%) e monitorizacdo do uso de OKT3 (4%) (Grafico 1)

Grafico 1 — Indicacdo de coleta de antigenemia das 394 amostras de 182 pacientes

envolvidos nos estudo

16 (4%)

m Suspeita de doenca pelo CMV
m Controle de tratamento

Monitorizacao do uso de OKT-3

Fonte: (BOSCHIROLI, 2003)

Do total de 394 amostras coletadas, 79 (20%) foram positivas para a
antigenemia e 218 (55,3%) para a qPCR. (BOSCHIROLI, 2003). Os dados obtidos
neste estudo demonstraram que a porcentagem global de concordancia entre a
gPCR e antigenemia foi de 60,9%. Do total de 394 amostras, 154 (39,1%) foram
discordantes. Dentre as amostras discordantes, 147 (95,4%) foram positivas para a

gPCR e negativas para a antigenemia (Tabela 4).

Tabela 4: Resultados de qPCR e antigenemia para CMV processadas

concomitantemente nas 394 amostras incluidas

Métodos diagndsticos NUumero de amostras
PCR+, Antigenemia + 161 (41%)
PCR-, Antigenemia - 79 (20%)
PCR+, Antigenemia - 147 (37,3)
PCR-, Antigenemia + 7 (1,7%)

Fonte: (BOSCHIROLI, 2003)
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Das 147 amostras com gPCR positiva e antigenemia negativa, em 132
(89,8%) a carga viral foi menor que 5.000 cépias/10° leucécitos. E 91 destas 147
amostras eram de pacientes assintomaticos. Na auséncia de tratamento a
concordancia entre a gPCR e a antigenemia em amostras coletadas na auséncia de
tratamento foi razoavel (63,1%). Do total de 325 amostras nesta situacdo, 120
(36,9%) foram discordantes, e dentre estas, 115 (95,8%) foram positivas para a
gPCR e negativas para a antigenemia, sugerindo maior sensibilidade da gPCR para

infeccdo ativa do que a antigenemia (BOSCHIROLI, 2003).

Boschiroli (2003) relata que em 7 amostras de 6 pacientes de gPCR foi
negativa na presenca de antigenemia positiva. Em 5 destes casos a maior
antigenemia foi de 2 células positivas/10° leucécitos, o que poderia ser explicado
pela presenca da peroxidase enddgena, embora um dos casos tenha sido dado o
diagnéstico da Sindrome viral pelo CMV. Uma das amostras, com 4 células positivas
foi coletada de paciente com doenca em tratamento com Ganciclovir e poderia ter
havido negatividade mais precoce da gPCR neste caso, embora ndo tenha sido este
0 padrdo de resposta ao tratamento observado no estudo. Em um caso de doenca
invasiva a antigenemia foi positiva (5 células) concomitante a gPCR negativa, o que
se repetiu em amostra subsequente, ja em vigéncia de tratamento com Ganciclovir
por 5 dias, o que torna possivel tratar-se de um falso-negativo da gPCR . Em relacao
ao controle de tratamento a antigenemia passou a ser negativa antes da gPCR em

21 de 29 casos, o que sugere que a gPCR provavelmente € mais fidedigna na
orientacdo de resposta ao tratamento (BOSCHIROLI, 2003).

A técnica utilizada no estudo (SYBR Green) de Boschiroli (2003) proporciona
certa reducdo no custo do exame. Além disso, essa metodologia é de execucao
bastante rapida, obtendo resultado entre 3 e 4 horas, sendo este tempo pouco
menor do que para execucao das antigenemias, realizadas em aproximadamente 5
horas. Embora em ambas haja simplicidade de execucédo e o tempo de execucao
seja semelhante, a antigenemia é mais trabalhosa, necessitando a presenca
constante do profissional que executa o exame, ao contrario do processamento da
gPCR em tempo real, o que torna o método bastante pratico para a rotina
laboratorial. A avaliacdo subjetiva do examinador, com possibilidade de ocorrer

variacbes nos resultados entre examinadores diferentes é outra desvantagem da

antigenemia. O atraso de 6 horas até a execucdo do exame leva a significativa
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reducdo na deteccdo do antigeno pp65, o que ndo ocorre com amostras de DNA
para a PCR.

O estudo de Madhavan et al. (2010) foi realizado para determinar a taxa de
prevaléncia de infeccdo por CMV entre doadores e receptores de transplante renal,
através dos métodos de deteccdo PCR em tempo real e antigenemia pp65 por
imunofluorescéncia, pois a presenca do CMV latente nos doadores poderia ser a
fonte da infeccdo do CMV em receptores transplantados renais.

As amostras clinicas foram analisadas no L & T Microbiology Research
Centre, Vision Research Foundation, na india, de setembro de 2007 até agosto de
2009. No estudo foi utilizado um total de 230 amostras de sangue periférico de 57
pares de doadores-receptores relacionados (compativeis) e 18 doadores e
receptores nao relacionados. As amostras foram processados e separados em 3
pares de grupos (A, B e C) de doadores-receptores (MADHAVAN et al., 2010).

O grupo “A” incluiu 39 pacientes transplantados renais e seus respectivos
doadores. Foram coletadas 156 amostras de sangue as quais incluiam 117
amostras de 39 pacientes transplantados renais antes e um més apds o transplante,
e amostras de seus respectivos doadores no pré-transplante. As demais 39
amostras de sangue foram coletadas dos receptores dois meses ap0s o transplante.
Este grupo foi posteriormente classificado em cinco subgrupos, de | a V, com base
nos valores obtidos na antigenemia pp65 e na PCR em tempo real. Ja o grupo “B”
compreendia 18 doadores e seus respectivos receptores, 0s quais nao poderiam ser
acompanhados apdés um més do transplante. Deste grupo foram coletadas 36
amostras de sangue dos doadores no pré-transplante e de seus respectivos
receptores antes e um més apos o transplante. E o grupo “C” foi composto por 19
doadores e 19 pacientes nao relacionados. Foram coletadas 38 amostras de
sangue, um més apos o transplante dos pacientes e dos doadores foram coletadas
no pré-transplante (MADHAVAN et al., 2010).

Madhavan et al. (2010) obteve que, entre os 76 doadores de rim, 58 (73,68%)
foram positivos para CMV no método de PCR em tempo real e 56,39 (51,0%)
positivos pela antigenemia pp65, com uma variacdo de 3-86 células/2 x 10°

leucocitos. Nenhum deles foi somente positivo para antigenemia pp65. Uma
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correlacdo positiva foi observada entre os valores de antigenemia pp65 e gRT-PCR,

segundo o autor.

Como conclusao do estudo, Madhavan et al. (2010) observou a presenca de
DNA do HCMV entre os doadores. Os receptores desenvolveram a infeccdo do
HCMV mesmo que os doadores apresentassem resultados negativos para HCMV.
As técnicas de antigenemia pp65 e o PCR em tempo real podem ser aplicadas como
uma medida qualitativa para avaliar a infeccdo do HCMV entre pacientes

transplantados renais e para monitorar o prognéstico.

O estudo elaborado por Deboni (2001) teve como principal objetivo determinar
a incidéncia de infeccdo por CMV em uma coorte de pacientes transplantados renais
usando a antigenemia por imunoperoxidase como ferramenta diagndstica. Foram
inclusos 74 pacientes transplantados renais, no periodo de janeiro de 1994 a
fevereiro de 1995, e que foram acompanhados até janeiro de 2001, na Santa Casa
de Porto Alegre — RS, dos quais as amostras foram coletadas semanalmente
durante a internacdo hospitalar e posteriormente, sempre gque houvesse suspeita

clinica de infeccao por citomegalovirus.

Das 229 amostras analisadas, 51 (22,3%) foram positivas, em 24 pacientes,
dos quais 41,6% (10/24) evoluiram de forma assintomatica, 33,3% (8/24)
apresentaram sintomas leves, e 25% (6/24) desenvolveram sintomas compativeis
com doenca citomegalica. Desta coorte estudada, a incidéncia de infeccdo e doenca
por CMV foram de 33,3% e 8,4%, respectivamente. Nos transplantes realizados com
doadores vivos, a incidéncia de infecdo por CMV nos receptores de rins de doadores
com sorologia positiva foi 61,9% e nos receptores de doadores com sorologia
negativa foi de 14,3%. Os transplantes com receptores com sorologia negativa
transplantados com rins de doadores soropositivos apresentaram incidéncia
significativamente maior de infeccdo (75%) e doenca (75%) por CMV do que
receptores com sorologia positiva transplantados com oOrgaos de doadores
soronegativos, 13,3% e 0% respectivamente. A sensibilidade da antigenemia em
detectar os pacientes que desenvolveram doenca citomegalica foi de 100% e a
especificidade foi 72,7%, com VPP de 25% e VPN de 100% (DEBONI,2001).



46

4.5 Tratamento para infecgdes por CMV

Segundo Biron (2006), o tratamento para a infecgao pelo HCMV requer uma
combinacédo de imunomodulacéo e os farmacos antivirais. Existem duas estratégias
para reducdo de riscos de doencas pelo CMV ativo apés o transplante renal: a

profilaxia universal e a terapia preemptiva.

Na profilaxia universal utilizam-se doses mais baixas de supressores e podem
ser usados antivirais menos potentes do que aqueles usados no tratamento da
doenca ativa. Esse método € iniciado imediatamente apds o transplante e dura por
um tempo determinado. Na terapia preemptiva € direcionada para testes
laboratoriais de monitoramento da viremia de pacientes, ou seja, € realizado atraves
da pesquisa periddica de viremia para o CMV. Se o paciente € virémico, pode iniciar
o tratamento com a terapia antiviral e/ou a redugcdo da imunossupressao, sendo
indicado para pacientes com viremia independente de sintomatologia clinica. Porém
nao ha relatos que relacionam o custo-beneficio dos dois métodos ja que existem

informacgdes discordantes na literatura (BIRON, 2006).

4.5.1 Farmacos antivirais

Existem alguns farmacos antivirais atualmente licenciados que sao utilizados
para o tratamento de infeccfes sistémicas pelo HCMV. As principais drogas contra o
CMV séao: Ganciclovir (GCV), Valganciclovir (vGCV), Foscarnet (FOS) e Cidofovir
(CDV) (Figura 6). Estes farmacos pertencem ao grupo dos inibidores da DNA
polimerase viral, tendo como principais efeitos adversos a nefrotoxicidade,

alteracdes sanguineas e problemas oculares (RANG, 2011).
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Figura 6: Estruturas quimicas dos principais farmacos utilizados no tratamento da

infeccao pelo CMV
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A terapia anti-CMV € constituida de duas fases, a primeira é a fase de

inducdo e a segunda de manutencéo (Quadro 2). Durante a fase de indugéo, sao

administradas grandes doses da droga, com o intuito de induzir a remissao da

infeccdo ativa do CMV. Na fase de manutencao, utiliza-se a dosagem padrdao do

antiviral. Dependendo do protocolo, da resposta a doenca, efeito colateral e os

fatores de riscos do paciente o periodo dessas fases podem variar (HEREDIA et al.,

2014).

Quadro 2: Agentes utilizados no tratamento da infecgdo por CMV

Via de
Agente

administracéo

Dose
Uso recomendada

para adultos

Inducéo: 900 mg, 2

Oral Tratamento para vezes/dia
ra
S retinite por CMV Manutencgé&o: 900
Valganciclovir )
mg/dia
Profilaxia do CMV )
Oral 900 mg/dia

(pacientes




submetidos a
transplante)

Intravenosa

Ganciclovir

Tratamento para
retinite por CMV

Inducéo: 5 mg/kg, a
cada 12 h
Manutencao: 5
mg/kg/dia ou
6mg/kg, 5

vezes/semana

Oral

Profilaxia do CMV

19, 3 vezes/dia

Oral

Tratamento da
retinite por CMV

19, 3 vezes/dia

Implante intra-

ocular

Tratamento da
retinite por CMV

4,5mg,acada5a8

meses

Foscarnete Intravenosa

Tratamento da
retinite por CMV

Inducdo: 60mg/kg,
a cada 8h, ou
90mg/kg, a cada
12h
Manutencéo: 90 a
120mg/kg/dia

Cidofovir Intravenosa

Tratamento da
retinite por CMV

Indug&o: 5mg/kg, a
cada 7 dias
Manutencéao:

5mg/kg, a cada 14

dias

Fonte: (KATZUNG, 2010)

4.5.1.1 Ganciclovir (GCV)
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O Ganciclovir foi o principal farmaco antiviral aprovado para o tratamento da

infeccdo pelo CMV, e ainda continua sendo a droga de escolha em casos de
infec¢@o 6rgao invasiva (KATZUNG, 2010).

O GCV é um analogo do aciclovir, ativo contra os herpesvirus principalmente

o CMV, competindo pelo sitio da DNA polimerase, inibindo a sintese do DNA viral. A

concentragéo do inibidor ativo, o trifosfato de ganciclovir, € muito maior no interior
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das células infectadas pelo CMV, pois o tempo de meia vida plasmatica do GCV é
aproximadamente de duas a quatro horas, e a do trifosfato no interior das células
infectadas pelo CMV é maior que 24 horas, sendo responsavel pela alta atividade
contra o CMV. Porém, as reacdes adversas também sao elevadas podendo gerar
toxicidade sistémica comprometendo a medula éssea, febre, vomitos, entre outros.
(TRIPATHI, 2008).

4.5.1.2 Valganciclovir (vGCV)

O VGCV é um pré-farmaco éster L-valil do ganciclovir. E indicado para o
tratamento da retinite causada por CMV e para prevencao da doenca por CMV em
pacientes submetidos a transplantes de rim, coragdo e rim-pancreas (KATZUNG,
2010).

O farmaco é administrado por via oral, € bem absorvido e rapidamente
metabolizado, a droga é convertida em aciclovir, pela valaciclovir hidrolase, no trato
gastrointestinal e figado. A principal via de eliminacdo é renal, através da filtracao

glomerular e secrecao tubular ativa (PENILDON, 2010).

4.5.1.3 Foscarnete (FOS)

O foscarnete (acido fosfonoférmico) € um analogo do pirofosfato inorganico.
Este farmaco inibe diretamente a DNA polimerase viral, ou seja, inibe de forma
reversivel e ndo competitiva a atividade da DNA polimerase viral (ERICE, 1999;
KATZUNG, 2010).

Em 1991 tornou-se a segunda droga utilizada para o tratamento da retinite
causada pelo CMV em pacientes com AIDS. A absor¢do normalmente € por via
intravenosa, pois o tempo de meia vida € de quatro a oito horas, ndo sendo

metabolizado levando a uma elevada toxicidade do farmaco (TRIPATHI, 2006).
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O principal fator limitante do uso da FOS é a neurotoxicidade e a
nefrotoxicidade, podendo causar lesdo renal e até insuficiéncia renal aguda (ERICE,
1999).

4.5.1.4 Cidofovir (CDV)

O CDV é um analogo do nucleotidio de citosina. A fosforilacdo do CDV ao
difosfato ativo ndo depende de enzimas virais, apés a fosforilacdo, este farmaco
atua como um potente inibidor e como substrato alternativo da DNA polimerase viral,
inibindo assim a sintese de DNA e incorporando-se a cadeia de DNA viral
(KATZUNG, 2010; PENILDON, 2010).

O CDV é administrado por via intravenosa é efetivo no tratamento da retinite
por CMV. O CDV intravenosa deve ser administrado juntamente com probenecida
(farmaco que provoca eliminacdo do acido urico) que bloqueia a secrecéo tubular
ativa e diminui a nefrotoxicidade. A dose do CVD deve ser regulada para alteragbes
na depuracdo calculada da creatinina ou na presenca de proteina urinaria antes de
cada infusdo sendo necesséaria uma grande hidratacdo, sendo contra indicado em
pacientes com insuficiéncia renal. O efeito adverso mais grave € a nefrotoxicidade
dependente da dose, sendo reduzida mediante a pré-hidratacdo com soro
fisiolégico. (KATZUNG, 2010).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O CMV é realmente um dos mais importantes patdgenos responsaveis pela
perda de enxertos e complicacbes severas no poés-transplante de pacientes

transplantados renais.

Os testes sorologicos ndo sdo uma boa escolha para a deteccao de infeccéo
ativa pelo CMV, especialmente em pacientes imunossuprimidos, restringindo seu

uso ao pré-transplante.

Os exames de cultura viral e histolégicos, embora apresentem boa correlacéao

clinica, ndo sdo métodos de escolha pela positividade tardia.

A PCR em tempo real, na grande maioria dos casos, € superior a antigenemia
na deteccdo precoce do CMV em transplantados renais e permite melhor

acompanhamento do tratamento.

Os pacientes soronegativos para CMV no pré-transplante apresentam maior
chance de desenvolver doenca ativa pelo CMV, na primoinfeccdo, do que os

soropositivos.

A alta sensibilidade da PCR pode gerar falsos-positivos quando tem seu

resultado liberado qualitativo.

A antigenemia possui valores de especificidade e sensibilidade muito
variaveis na literatura, sugerindo que a padronizacao do teste talvez suprisse este

problema.

Ambos os testes constituem excelentes métodos de diagndstico precoce de
doenca ativa pelo CMV, apenas requerem boa interpretacdo de seus resultados e

correlagcdo com a clinica.
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