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RESUMO

O Citomegalovirus (HCMV) representa o mais importante patdgeno para o0s
pacientes transplantados e pode ser transmitido aos receptores renais via infec¢do
primaria, na qual o virus infecta um organismo sem contato prévio ou determinar a
reinfeccdo enddgena, onde individuos soropositivos apresentam reativacao de laténcia.
Adicionalmente, estes pacientes estdo susceptiveis a uma reinfec¢do exodgena quando
sdo infectados por uma cepa diferente. Este estudo apresenta a dindmica da replicacao
do HCMV apos o transplante renal por meio do monitoramento do DNA HCMV em
1223 amostras de sangue total provenientes de 66 receptores, utilizando-se a
metodologia de PCR em tempo real quantitativo. A quantificagdo da carga viral,
abordagens preventivas, periodo de viremia e tratamento foram monitorados e
relacionados as caracteristicas clinicas envolvidas na evolugdo destes pacientes. Nossos
dados demonstraram um valor preditivo da carga viral de 8.372 copias/mL para o
desenvolvimento da doenga infecciosa e a efetividade das abordagens profildticas e
preemptiva. Mediante episddios de rejeicao celular aguda e obito foram determinados a
maior média e pico maximo de carga viral, sugerindo uma possivel correlagdo dos
efeitos indiretos da viremia com a progressdao dos quadros de choque séptico e o
aumento da replicacdo viral mediante condig¢des inflamatdrias. Estes achados fornecem
parametros quantitativos para o desenvolvimento e emprego de abordagens que
diminuam os riscos de transmissao, desenvolvimento da doenca infecciosa e os efeitos
indiretos associados a viremia por HCMV.

PALAVRAS-CHAVES: Citomegalovirus. Transplante renal. Infec¢do. PCR em tempo

real



ABSTRACT

Cytomegalovirus (HCMV) is the most important pathogen in transplant patients and
can be transmitted to receivers via renal primary infection in which the virus infects an
organism without prior contact or determine the endogenous reinfection, which
seropositive individuals have reactivation of latency. Additionally, these patients are
susceptible to get infected when exogenous reinfection by a different strain. This paper
presents the dynamics of HCMV replication after transplantation by monitoring of
HCMV DNA in 1223 from whole blood samples 66 receivers, using the method of
quantitative real-time PCR. Quantification of viral load, preventive approaches,
treatment and period of virus in blood were monitored and related to the clinical
characteristics involved in the evolution of these patients. Our data demonstrated a
predictive value of viral load of 8,372 copies / mL for the development of infectious
disease, evidence of immune control of HCMYV in transplant subjects, the effectiveness
of prophylactic and preemptive approaches and suggest a possible correlation of the
indirect effects of virus in blood with the progression of frames septic shock. By
episodes of acute cellular rejection and death were determined and the highest average
peak viral load. These findings may provide quantitative parameters for the
development and use of approaches that reduce the risk of transmission, infectious

disease development and the associated HCMV in blood indirect effects.

KEYWORDS: Cytomegalovirus. Renal transplantation. Infection. Real-time PCR



1 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

O HCMV ¢ um dos mais importantes agentes oportunistas nos pacientes
imunocomprometidos, incluindo os receptores de o6rgdos solidos e de medula dssea
(MENGELLE, 2003). Devido seus efeitos imunomodulatorios, ele pode aumentar a
incidéncia de infec¢des por outros agentes oportunistas e diminuir a sobrevida dos
pacientes (MADI, 2007). A infeccdo se manifesta por uma ampla variedade de
condigdes, desde uma viremia assintomatica a sindrome HCMV e doenga tecidual
invasiva. O desenvolvimento e utilizacdo de ensaios sensiveis, especificos e disponiveis
para o diagnostico do HCMV sdo essenciais para a prevencdo da doenca infecciosa
durante o periodo de pods-transplante imediato (RAZONABLE, 2001). Uma das
metodologias frequentemente utilizada para este proposito € o ensaio para o antigeno
pp65, uma técnica imunofluorescente baseada na coloragdo dos leucdcitos do sangue
periférico para a matriz proteica pp65. Entretanto, esta metodologia apresenta baixa
sensibilidade, requer uma interpretagdo subjetiva, necessita do processamento imediato
da amostra, sendo de dificil realizacdo em pacientes neutropénicos. A mais recente
metodologia utilizada ¢ a quantificagdo do DNA HCMYV por PCR em tempo real que
apresenta rapidez de execucdo e elevadas sensibilidade e especificidade (KOTTON,
2013).

A doenca por HCMV pode ser prevenida pela profilaxia ou pelo tratamento
preemptivo, que pode ser dirigido pelo monitoramento da carga viral (FISHMAN,
2007). Na profilaxia todos os receptores recebem o antiviral apds o transplante para
prevenir o aparecimento da doenca. Na terapia preemptiva dirigida pela carga viral, o
virus ¢ detectado em um estagio subclinico e a droga ¢ iniciada para prevenir a infec¢ao
sintomdtica (RUBIN, 2007). De acordo com o consenso internacional para o manejo do

Citomegalovirus em receptores de orgdos solidos (KOTTON, 2013) o teste de carga



viral para HCMV consiste na principal alternativa para o diagnostico, tomada de
decisdes para o tratamento preemptivo e 0 monitoramento da resposta a terapia, sendo a
metodologia de PCR em tempo real empregada devido sua melhor precisdo, amplo
intervalo de linearidade, rapidez de execugdo e baixo risco de contamina¢do quando
comparada com os testes de PCR convencional. Amostras de plasma e sangue total
podem fornecer informagdes sobre o prognoéstico e diagnostico da doenca HCMV. Os
estudos publicados envolvem uma ampla variedade metodoldgica, diferentes tipos de
amostras clinicas e diferentes categorias de pacientes (receptores de medula 6ssea ou
orgaos solidos), determinando a perda de um padrio de referéncia internacional e a
variagdo das caracteristicas de desempenho metodologico, dificultando uma correlago
interinstitucional dos valores de carga viral para 0o HCMYV e o estabelecimento de pontos
de corte amplamente aplicaveis para as decisdes clinicas, especificamente para as
estratégias preemptivas (RAZONABLE, 2001).

Os centros de transplantes podem estabelecer individualmente os riscos e beneficios
de cada estratégia, baseados nas suas frequéncias de HCMV doenga, capacidades de
monitoramento dos receptores, custos dos medicamentos antivirais, taxas de falhas da
terapia preemptiva e taxas de outras infec¢des oportunistas (relacionadas aos efeitos
indiretos da HCMV doenga), perdas de enxertos, rejeicdes e mortalidades (KOTTON,
2013). Deste modo, visando a otimizagdo do manejo do HCMV nos receptores renais
atendidos no Hospital de Base de Sao Jos¢ do Rio Preto-SP (HB-SJRP) e o
fornecimento de parametros quantitativos para o desenvolvimento de estratégias para
prevencdo da doencga infecciosa por HCMV nos transplantados renais, este estudo
definiu a dinamica da replicagdo do HCMV apds transplante renal levando-se em
consideragdo as caracteristicas clinicas especificas do grupo de pacientes atendidos. Por

meio do monitoramento da carga viral no sangue total, utilizando-se a metodologia de



PCR em tempo real, a dinamica da replicacdo no periodo de pos-transplante foi definida
entre os receptores, determinando-se o valor de carga viral preditivo da doenca
infecciosa por HCMYV e estabelecendo sua relagdo com o regime preventivo (profilatico
ou preemptivo), as manifestagdes clinicas (assintomadticos, sintomaticos e doenca
tecidual invasiva do tecido enxertado), os episddios de rejei¢des celulares agudas e os

casos de obitos verificados.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CARACTERISTICAS GERAIS DO HCMV

O HCMV ¢ o agente etiologico da “doenga de inclusdo citomegalica”, cuja
denominacdo deriva-se do efeito citopatico caracterizado pelo aumento do volume
celular e inclusdes intranucleares e citoplasmaticas no tecido infectado (MURRAY,
1997). Nos paises desenvolvidos a soroprevaléncia global ¢ de 30% a 70%, enquanto
que nos moradores de paises em desenvolvimento, homens homossexuais e grupos
socioecondmicos pobres a soroprevaléncia pode atingir taxa superior a 90% (SOHN,
1991).

Este virus pertence a familia Herpesviridae, subfamilia Betaherpesvirinae
(ROIZMAN et al., 1981; MOCARSKI et al., 2002). A estrutura viral ¢ formada por uma
dupla hélice de DNA, revestida por uma capa protéica, que por sua vez, esta coberta por
um envelope. O capsideo protéico que envolve o DNA, tem simetria icosaédrica,
composto por 162 capsomeros dispostos de forma ordenada, que apresentam uma
simetria axial 5:3:2. Cada capsdomero € um prisma hexagonal alargado com um orificio
central. O citomegalovirus ¢ o maior virus da familia herpes humano, com
aproximadamente 200 nm de didmetro. Como qualquer outro herpesvirus, o HCMYV fica
em estado de laténcia por toda a vida dos individuos infectados e este estado ¢
caracterizado pela presenca do DNA viral em células infectadas tais como mondcitos,
macrofagos e leucdceitos polimorfonucleares e em tecidos, como nas células tubulares
renais, mas com auséncia de replicagdo viral(JACOBSON & MILLS, 1988) .

O genoma viral ¢ composto de uma dupla fita de DNA linear de

aproximadamente 230.000 pares de bases, ¢ formado por duas regides unicas: a regido



unica longa (UL, do inglés unique long) e uma regido Unica curta (US, do inglés unique
short). Estas regides sao flanqueadas por sequéncias terminais repetidas longas e curtas
(TRL, do inglés terminal repeat longe TRS, terminal repeat short) e por seqiiéncias
internas repetidas (IRL, do inglés internal repeat long e IRS, internal repeat short.
Existem relatos que demonstraram que o genoma viral possui 192 ORFs (open reading
frames) capazes de codificar proteinas (MURPHY et al., 2003).

A perda do controle imune abre o caminho para a reativagdo do virus e
desenvolvimento da doenga. O grande numero de fungdes imunomodulatorias
codificadas pelo HCMV aumenta a eficiéncia da infeccdo, disseminagdo, reativagdo e
infecgdo persistente nos hospedeiros com sistema imunologico intacto e pode contribuir
para a viruléncia nos hospedeiros imunocomprometidos (KIM, 2003). O desequilibrio
imunoldgico e a reativagdo do DNA podem ocorrer em decorréncia de certos estimulos

como, por exemplo, cancer, imunodeficiéncia e estresse (JARVIS & NELSON, 2002).



2.2 ESTRUTURA DO HCMV E FUNCOES DO TEGUMENTO

O capsideo do HCMV ¢ cercado por um tegumento proteico e um envelope lipidico
externo (ARSKI, 2007). Os virions entram na célula hospedeira por meio da interagdo
da membrana celular externa e moléculas glicoproteicas presentes no envelope lipidico
do virus (ARSKI, 2007). Quando a membrana celular e o envelope lipidico fundem-se o
DNA contido no capsideo proteico e as proteinas do tegumento sdo liberados para
dentro da célula hospedeira (SHENK, 2008).

As proteinas do tegumento apresentam varias e importantes fungdes em todos os
estagios do ciclo de vida viral. O tegumento, localizado entre o capsideo e o envelope
lipidico externo, ¢ estruturalmente desorganizado e amorfo, embora algumas estruturas
liguem as proteinas do tegumento com as moléculas proteicas do capsideo (CHEN,
1999). As proteinas do tegumento compreendem mais do que a metade do total de
proteinas encontradas dentro dos HCMV virions (KALEJTA, 2008). Uma sequéncia
bioquimica comum as proteinas do tegumento nao tem sido identificada e o processo de
montagem do tegumento para a saida viral e a desmontagem na entrada do virus na
célula ¢ incompreendido (KALEJTA, 2008). A incorporacao das proteinas no tegumento
¢ facilitada pela sua fosforilagdo no tegumento, sua localizacao subcelular para o local
de montagem e sua interacdo com o capsideo ou com as proteinas do envelope
(SHENK, 2008). A partir da liberagdo das proteinas do tegumento para o citoplasma,
elas tornam-se funcionalmente ativas para a participacao nos estagios do ciclo de vida

viral (ARSKI, 2007).



2.2.1 PROTEINAS DO TEGUMENTO

As proteinas do tegumento s3o categorizadas de acordo com sua func¢do na
replicagdo litica. Algumas proteinas sdo essenciais para a replicagdo, enquanto outras
sdo requeridas para melhorar a eficiéncia da replicacdo ou sdo dispensaveis para a
replicagdo litica. Deste modo, atuam em vdrios estagios do ciclo de vida do HCMYV,
incluindo a entrada viral, replicagdo viral e expressdo génica, evasdo imune do
hospedeiro, montagem e liberagdo de novas particulas virais infecciosas (TOMTISHEN,
2013).

Acredita-se que diversas proteinas do tegumento (UL47 e UL4S8, por exemplo)
participam do transporte do DNA viral ao complexo de poros nuclear e sua liberagdo
para o nucleo (LUXTON, 2005). A partir da entrada do genoma viral no nucleo, os
genes imediatamente precoces sao expressos por sua ativacdo pela proteina do
tegumento pp71 que incia o estagio litico do ciclo de vida viral e a subsequente
replicacdo da dupla fida do DNA HCMV (CANTRELL, 2006). A expressao dos genes
imediatamente precoces pode ser reprimida, resultando em uma infecgdo latente que ¢
caracterizada pela minima expressdao dos genes virais e a inibicdo da montagem de
novas particulas virais (SINCLAIR, 2006). Embora a pp71 tenha uma importante e
reconhecida fungdo na expressao dos genes imediatamente precoces durante o ciclo
litico, os produtos dos genes UL35 e UL69 parecem estar implicados na expressao
génica (KALEJTA, 2008). Apods a replicagdo do DNA inicia-se a expressdo dos genes
virais tardios. As proteinas tardias sdo principalmente componentes estruturais que
auxiliam na montagem e liberacdo de novos virions HCMV (ARSKI, 2007). As
proteinas primarias do tegumento envolvidas na montagem e liberacdo sdo a ppl150,

ppl128 e UL97. A pp150 direciona o movimento do capsideo no citoplasma para o local



de formacao das particulas, enquanto a pp128 direciona as proteinas do tegumento € o
DNA contido no capsideo para dentro de um envelope lipidico (SILVA, 2003;
AUCOIN, 2006). A UL97 promove a fosforilacao das proteinas do tegumento por meio
de sua atividade cinase, facilitando a incorporacdo de novas proteinas do tegumento aos
novos virions infecciosos. Os virions montados sdo liberados da célula hospedeira por
um mecanismo de exocitose que utiliza o sistema de transporte celular para anexar os
vacuolos contendo os novos virions sintetizados e sua liberacdo no espago extracelular

(KROSKY, 2003).



2.3 COMPLEXO DAS GLICOPROTEINAS

Os polimorfismos nos genes codificadores das glicoproteinas do envelope viral
podem estar associados com a variabilidade no controle imunolégico da HCMV
infeccdo, sendo estas glicoproteinas alvos dos anticorpos neutralizantes e envolvidas na
entrada e disseminagdo célula a célula do virus (PIGNATELLI, 2004).

O HCMYV, como outros herpesvirus, utiliza um complexo de multiproteinas para a
entrada e o inicio da infec¢do nas células hospedeiras. Trés glicoproteinas, gB, gH e gL,
conhecidas como “core fusion machinery”, sdo conservadas em todos herpesvirus e sdo
requeridas para a infeccdo celular. A gB é a mais conservada destas glicoproteinas e
catalisa a fusdo com a membrana durante a entrada viral (CAIRNS, 2007). A gH e gL
formam um heterodimero que confere o tipo de especificidade celular aos diferentes
herpesvirus, embora sua fun¢do precisa nao tenha sido demonstrada. Trabalhos com
herpes simples virus-1 (HSV-1) indicam que quando a glicoproteina gD liga-se ao seu
receptor celular, ocorre sua associagdo com gH-gL que liga-se a gB e subsequentemente
a fusdo ¢ iniciada como um resultado de uma interagdo direta (COMPTON, 1991).
Alternativamente, o complexo gH/gl. pode incluir a gp42 que liga-se as proteinas do
MHC classe II, promovendo a entrada nas células B por endocitose. Durante a
montagem dos virions nas c€lulas B a gp42 ¢ sequestrada pela ligagdo ao MHC classe
I, resultando em virions contendo o complexo gH/gl. ndo modificado, potencializando
sua capacidade de infeccdo das células epiteliais (HUTT-FLETCHER, 2007).
Complexos de gB:gH-gLL foram detectados no HSV e no HCMV (DOLAN, 2004). O
HCMYV nao apresenta gD e requer no minimo o complexo gB:gH-gl. para a entrada nos
fibroblastos. Para a entrada nos monoécitos, macrofagos, células epiteliais e endoteliais

necessita do complexo pentamérico gH-gL-UL128-UL130-UL131 adicionados a gB
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(EPSTEIN, 1999). Embora os mecanismos para a formacdo e regulacdo destes
complexos de multiproteinas estejam caracterizados no HSV, eles sdo pouco
compreendidos no HCMYV, permanecendo duvidas sobre a natureza destes complexos,
sua funcdo na infeccdo e como estes complexos sdo alvos da neutralizacdo por
anticorpos (FOUTS, 2014). Recentemente a estrutura cristalina da gH foi determinada
para HSV-2 e Epstein-Barr virus (EBV) e embora a conservacao geral da sequéncia das
proteinas seja baixa, o nucleo estrutural da gH ¢é conservado (CHOWDARY;
MATSUURA, 2010). A gH apresenta trés dominios distintos: o0 dominio N-terminal que
liga gl (dominio H1), o dominio helical central (dominio H2) e o dominio C-terminal
(dominio H3) (EISENBERG, 2012). O dominio H3 ¢ o mais conservado da gH e
portanto acredita-se que ele apresente fungdo similar nos outros herpesvirus, como o
HCMV (WU, 2005).

O complexo gH/gl. do HCMV foi primeiramente descrito baseado no
reconhecimento de que o UL115 ¢ um homodlogo posicional do gL HSV que complexa-
se com gH (SPAETE, 1993). Wang e Shenk realizaram importantes observacoes
conectando os genes HCMV UL128-131 ao complexo gH/gL (WANG, 2005). A UL128
e UL130 estdo presentes nos virions € os anticorpos produzidos contra estas respectivas
proteinas podem bloquear a entrada do HCMV nas células epiteliais e endoteliais, mas
ndo nos fibroblastos (WANG, 2005). A UL131 estd associada com a gH e apresenta
fungdes na infecgdo das células endoteliais (ADLER, 2006). Uma terceira glicoproteina,
designada gO, foi encontrada em associagdo com o complexo gH/gl nas células
infectadas por HCMV (LI, 1997). Para a adequada funcdo de entrada dos virus as
proteinas dos complexos gH/gl./UL128-131 e gH/gl/gO devem ser adequadamente

replicadas e organizadas no reticulo endoplasmatico (HOMMAN-LOUDIYI, 2003).
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2.3.1 GLICOPROTEINA B

A glicoproteina B ¢ talvez o componente do envelope viral mais altamente
conservado. E uma proteina essencial para a replicagdo do virus in vitro e in vivo,
importante no processo de adsor¢ao na célula hospedeira e disseminagdo do virus célula
a célula, além disso, ¢ altamente imunogénica em humanos, sendo importante alvo da
resposta imunologica humoral e celular (RASMUSSEN et al., 1999; BRITT & MACH,
1996; LASRY et al., 1996; SHEPP et al., 1996, BONGARTS et al., 1996; ALBEROLA
et al., 1998). A viruléncia de diferentes gendtipos do HCMV pode ser um importante
fator de ocorréncia de doenga (COAQUETTE et al., 2004), devido a variagdes em genes
virais envolvidos na entrada viral na célula do hospedeiro, no tropismo tecidual ou na
replicacdo do HCMV (HALARY et al., 2002). Um possivel fator que afeta a viruléncia
e patogénese do HCMV ¢ a presenca de regides com grande numero de polimorfismo
no genoma viral (YU et al., 2006). Uma destas regides polimorficas € encontrada no
gene ULS55 que codifica a glicoproteina B (gB) do HCMV (RASMUSSEN et al., 1999).
Certas regides do gene gB sdo altamente varidveis entre as diferentes linhagens do
HCMYV, estando uma delas situada proxima ao sitio de clivagem da protease (entre os
aminoacidos 460 e 461) que estd envolvida no processo de fusdo com a célula
hospedeira (VOGELBERG et al., 1996).

Estudos revelam a prevaléncia de determinados genétipos entre os diferentes grupos
de pacientes imunocomprometidos estudados. TOROK-STORB et al. (1997),
descrevem em seu estudo com transplantados de medula 6ssea, a correlagdo dos tipos
gB3 e gB4 com morte por mielossupressdo, e risco reduzido de GVHD (doenca do

enxerto contra o hospedeiro) agudo de graus II a IV (TOROK-STORB et al., 1997).
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Nesse grupo de pacientes, o subtipo gB1 foi encontrado mais comumente em pessoas
que sobreviveram a infec¢do pelo HCMYV, com melhor prognéstico (FRIES et al.,
1994).

A coinfec¢do com multiplos genotipos gB em pacientes imunocomprometidos esta
associada com maior carga viral, maior prevaléncia de doenga por HCMV, e maior grau
de rejeicdo do orgao, além disso, sdo freqlientemente concomitantes a infecgdo com
outras herpesviroses (COAQUETTE et al.,2004). As diferengas observadas no tropismo
e viruléncia do HCMV com diferentes genotipos gB podem ser determinadas de acordo
com as fungdes por ela exercidas. Devido ao tropismo viral e patogenicidade serem
eventos interligados, os resultados apresentados por MEYER-KONIG et al em 1998
evidenciam a hipétese de que a variabilidade genética em gB influencia a viruléncia do
HCMV. A gB do HCMYV tem sido relacionada com a entrada do virus na célula, com a
transmissao do virus célula a célula e com a fusdo do envelope viral com a célula do
hospedeiro (NAVARRO et al.,, 1993; YU et al.,, 2006). Baseado nas variagdes da
seqliéncia do gene ULSS, sdo conhecidos cinco genotipos da gB (gB1, gB2, gB3, gB4 e
gB5) (CHOU et al., 1991; SHEPP et al.,1998). O genotipo gB2 mostrou associagdo com
tropismo neural em pacientes imunocomprometidos (TARRAGO et al, 2003). Os
genotipos gB 3 e 4 apresentaram associacdo com Obito em pacientes transplantados de
medula 6ssea (TOROK-STORB et al., 1997). Pacientes com infec¢do por multiplos
genotipos da gB do HCMV apresentaram relacdo com a presenca de maior carga viral
(PANG et al., 2008) e atraso na eliminacdo do HCMV do hospedeiro (MANUEL et al.,
2009). A infec¢do por multiplos genotipos da gB pode ser um fator crucial para o
desenvolvimento de sintomas graves de doencga causada pelo HCMV em pacientes

imunocomprometidos (COAQUETTE et al., 2004).



13

2.4 INFECCAO POR HCMV

O virus ¢ tipicamente adquirido durante fase precoce da vida e transmitido pelo
contato direto e indireto com fluidos corporais infectados (SAGEDAL, 2004). Pode ser
adquirido via saliva, contato sexual, transferéncia placentaria, amamentacao, transfusao
de sangue, transplantes de oOrgdos solidos ou células tronco hematopoiéticas
(FURNESS, 1997).

Durante a fase aguda da infec¢@o varios tipos celulares do organismo podem ser
infectados, incluindo células endoteliais, epiteliais, nervosas, da musculatura lisa,
fibroblastos, hepatdcitos, trofoblastos, mondcitos/macrofagos e células dendriticas
(RAGGAM, 2010). Existem trés formas de infecc¢do: infeccdo primaria, na qual o virus
infecta um organismo sem contato prévio; infec¢do endodgena por meio de individuos
soropositivos que apresentam reativagdo de laténcia e reinfeccdo exdgena em individuos
que sdo infectados por uma cepa diferente (SAGEDAL, 2004). Apos a infec¢do primaria
a persisténcia viral ¢ estabelecida em todos os organismos infectados, sendo
cronicamente produtiva ou latente, na qual a expressdo dos genes ¢ limitada
(HELANTERA, 2003). A infeccdo produtiva (litica) resulta em uma sequéncia
coordenada de eventos que levam a sintese das proteinas imediatamente precoces,
precoces e tardias. Durante a infecg¢do latente foi verificada a presenga do virus nos
progenitores celulares mieldides CD34+ na medula dssea com pequena proporgao
destas células contento DNA genomico do citomegalovirus sem detec¢do da expressao
dos genes virais imediatamente precoces. O DNA viral estd presente em pequena
propor¢do dos monoécitos CD14+, nas células dendriticas e megacaridcitos dos
portadores saudaveis (GAULT, 2001; TOUPANCE, 2000). A permissividade para

replicagdo do HCMV ¢ célula especifica, ou seja, o virus pode infectar uma célula, mas
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devido a repressdo transcricional do principal promotor imediatamente precoce nao
existe a produg¢do de novos virions. A permissividade das células mieldides para a
replicacdo viral esta relacionada ao seu estado de diferenciagdo. Mondcitos sdo ndo
permissivos, enquanto os macréfagos diferenciados e células dendriticas imaturas sdo

permissiveis para a infec¢do produtiva (SENECHAL, 2004).



15

2.5 IMUNOMODULACAO INDUZIDA POR HCMV

O HCMV ¢ o herpesvirus que mais expressa os genes que alteram as respostas
imunes inata e adaptativa do hospedeiro. Deste modo, a maioria das proteinas
codificadas pode modular a resposta imune (MILLER-KITTRELL, 2009). Sua laténcia
¢ caracterizada pela persisténcia do genoma viral sem a producao de particulas virais
infectantes, permitindo a coexisténcia do virus com o hospedeiro por meio da redugdo
de sua visibilidade e prevenindo seu reconhecimento imunologico. O HCMV infecta
diferentes células do sistema imune, incluindo mondcitos, macrofagos, células
dendriticas e granulocitos, determinando-lhe uma vantagem sobre as fun¢des imunes do
hospedeiro para escapar do reconhecimento imunologico e prevenir o “clearance” viral.
Multiplas estratégias de evasdo dos mecanismos imunologicos podem ser determinadas

pelo HCMV para o estabelecimento da laténcia (RUSS 2012).

2.5.1 LATENCIA E REATIVACAO

Uma importante propriedade biolégica do HCMV ¢ sua habilidade em persistir na
forma latente e ser reativado mediante certas condi¢des. As células da linhagem
mieldide exercem fun¢do fundamental nestes processos. O HCMV pode infectar
monocitos, macrofagos, granuldcitos, fibroblastos, células endoteliais, epiteliais,
neuronais e dos musculos lisos. Os neutrofilos sdo considerados o principal tipo celular
transportadores do virus durante a infec¢do aguda, porém ndo podem suportar a
replicagdo viral (GERNA, 1992). Mondcitos/macrofagos sdo os responsaveis pela
disseminag¢do do virus e constituem o reservatério primario do HCMV latente no sangue

periférico dos individuos soropositivos (TAYLOR-WIEDEMAN, 1991).
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Evidéncias atuais sugerem que o HCMV ndo possa replicar eficientemente nos
monocitos. Nestas células, a HCMV infec¢do € ndo permissiva, pois a expressio e
transcrigdo dos genes virais estdo ausentes ou restritas aos produtos dos genes
imediatamente precoces (IBANEZ, 1991). A auséncia da expressdo génica e dos
produtos virais € consistente com a hipotese de que as células pré-monociticas e
monociticas sdo reservatorios do virus latente. Em contraste, macrofagos nos tecidos
dos pacientes infectados podem expressar os genes tardios virais e produzirem a
infecgdo viral (GNANN JW, 1988). A diferenciagdo dos mondcitos em macrdofagos € um
pré-requisito para a infeccgdo HCMV produtiva (SODERBERG-NAUCLER, 2001).
Portanto, o estado de diferenciacdo celular € o principal fator para a habilidade do virus
em replicar e é também a causa para reativagio do HCMV latente (SINDRE, 1996).
Como os mondcitos apresentam um periodo médio de vida curto no sangue periférico, a
reativacdo do HCMV nos macréfagos sugere que o HCMV ¢ mantido em uma
populagdo precursora da linhagem celular mieléide (MOVASSAGH, 1996). O DNA
HCMYV acompanha as vias de diferenciagao mieldide (KHAIBOULLINA, 2004).

As citocinas inflamatorias I[FN-gama e TNF-alfa produzidas pela alo-estimulagao
das células T sdo importantes para a reativagdo do virus latente e a multiplicacdo do
HCMYV nos macrofagos diferenciados (VARANI, 2009). O inicio da replicagdo viral a
partir do estado de laténcia também parece estar relacionado a ativacdo do sistema
imune. O virus pode ser reativado pelo fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa), que ¢
liberado durante a inflamagdo. O TNF-alfa liga-se ao seu receptor nas células
latentemente infectadas, gerando sinais que ativam o fator nuclear KB (NF-KB).
Consequentemente, o heterodimero p65/p50 NF-KB ativado transloca-se para o nucleo
e liga-se a regido IE do HCMV que inicia a replicacao viral (DOCKE, 1994). Este

mecanismo molecular possui uma correlagdo clinica em que a reativagao da infecc¢ao
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latente tem sido associada com elevados niveis séricos do TNF-alfa nos pacientes com
dermatite atopica (DOCKE, 2003) e quadros sépticos (VON MULLER, 2007).
Adicionalmente, a reativagdo comumente acompanha processos de rejeicdo aguda de
orgdos e apds doenga enxerto versus hospedeiro aguda (GVHD) nos receptores de
medula 6ssea que possuem elevados niveis séricos de TNF-alfa (RICART, 2005).
Prostaglandinas pro-inflamatérias e as catecolaminas estimulam o AMPc, também
levando a reativagao viral (RUBIN, 2007). Por meio destes mecanismos a resposta
inflamatoria cronica estd ligada a reativagdo do HCMV. Estudos recentes demonstram
que as infecgdes ativas e latente induzem respostas inflamatorias sist€émicas sustentadas
que sdo acompanhadas pela produ¢do de uma citocina do tipo 1 (VAN DE BERG,
2010).

Clinicamente, a ativagdo imune e a producdo concomitante das citocinas pro-
inflamatérias parecem ser essenciais para a reativagao e replicagcdo do HCMYV. Portanto,
a ativacdo imunoldgica, producdo de citocinas inflamatorias e a diferenciagdao das
células mieldides constituem fatores importantes para a reativagdo e replicagao viral nos

pacientes infectados (ASADULLAH, 1999).

2.5.2 DIFERENCIACAO CELULAR

Os monocitos circulantes podem originar uma variedade de macrdéfagos teciduais e
células dendriticas especializadas (DCs), de acordo com o estimulo das citocinas (PASS,
2001). Entretanto, as diferentes vias de desenvolvimento a partir dos precursores
monociticos até a diferenciagdo dos macréfagos e DCs in vivo ndo sdo completamente
compreendidas (GORDON, 2005). As DCs representam potentes estimuladores das

células T, constituindo elementos importantes na indugdo da resposta imune adaptativa
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aos agentes infecciosos (BANCHEREAU, 2000). A secre¢do de citocinas pelas células
apresentadoras de antigenos ¢ iniciada pelo reconhecimento dos patdgenos microbianos
através dos receptores TLR (do inglés toll-like receptors). Por meio da liberagdo de
citocinas especificas as DCs influenciam o tipo de resposta das células T e auxiliam no
recrutamento ¢ ativacao de outras células efetoras, incluindo as células natural Killer
(NK), macrofagos e células B (FERNANDEZ, 1999).

A manuten¢ao do estado de laténcia ¢ a reativagdo estdo diretamente relacionados ao
estagio de diferenciagdo celular. A diferencia¢do de todas as células infectadas apds a
entrada do virus poderia elimina-lo eficientemente durante o ciclo infeccioso. Porém,
apés o estimulo com interleucina-4 (IL-4) e fator estimulador de colonia
granulocitica/monocitica (GM-CSF), os mondcitos infectados ndo conseguem
diferenciar-se, resultando em monocitos imaturos com diminui¢do da atividade de
fosforilagdo necessaria para correta sinalizagdo do GM-CSF mediada pelos fatores
soluveis envolvidos na secrecao de interleucina-6 (I L-6) pelas células infectadas. Deste
modo, os mondcitos infectados apresentam a capacidade de fagocitose e de estimulo da
proliferacdo clonal das células T diminuidos, determinando falha na inducao da resposta
TH1 (VARANI, 2007). Além dos efeitos na diferenciacdo celular dos mondcitos, o
HCMV bloqueia reversivelmente a diferenciagdo em macrofagos induzidas por
citocinas, diminuindo os processos de migracao celular e fagocitose e possivel
diminui¢do da resposta imune durante a fase aguda da infec¢ao por HCMV (VARANI,
2005). A molécula de superficie CD13 (receptora do HCMYV) e a glicoproteina B viral
parecem estar envolvidos na inibi¢do da diferenciagdo dos macrofagos (GREDMARK,
2004).

Os efeitos inibitorios do HCMV na diferenciagdo dos monocitos, diretamente por

proteinas virais (glicoproteina B) ou por citocinas produzidas pelos mondcitos, estao
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fortemente relacionados ao aumento da susceptibilidade para outras infec¢des nestes

pacientes infectados por HCMV (GRIGOLEIT, 2002).

2.5.3. MODULACAO DAS PROTEINAS MHC

A diminuicdo da expressdo das moléculas de MHC classe 1 e II previne o
reconhecimento do virus pelos linfocitos T CD8 e T CD4 respectivamente. Os linfocitos
T CDS sdo cruciais para o “clearance” das infecgdes virais ¢ a diminui¢do da expressao
das moléculas de MHC classe I nas células infectadas potencialmente facilita o
estabelecimento da persisténcia ou da infec¢do latente. O bloqueio da rota de
apresentacdo de antigenos das moléculas de MHC classe I pode ser determinado por
diversos genes do HCMYV, incluindo US2, US3, US6, US10 e US11 (NORIEGA, 2008).
Estes genes codificam proteinas que sdo dispensaveis para a replicagdo viral, mas que
podem impedir a vigilancia imunolédgica dos linfocitos T citotoxicos (CD8) pela
redugdo dos niveis das proteinas MHC-1 na superficie das células infectadas (LOENEN,
2001). Na presenca de qualquer uma destas proteinas virais as proteinas do complexo
MHC-1 falham na translocagao até a superficie da célula infectada. Estudos
demonstram que estes genes sdo ativos durante infecg¢des dos fibroblastos, células
epiteliais, endoteliais e dendriticas (KIM, 2011).

O produto do gene US3 (gpUS3) ¢ uma proteina precoce que previne o transporte
das moléculas MHC-1 do reticulo endoplasmatico ao complexo de Golgi (BECK,
1988). O produto do gene US6 (gpUS6) liga-se ao transportador de antigenos
processados no limen do reticulo endoplasmatico (PASS, 2001), bloqueando sua
conformagdo original e prevenindo o transporte dos peptideos antigénicos. Os produtos

dos genes US2 (gpUS2) e USI1 (gpUSI1) redirecionam as proteinas do MHC-1
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nascentes do reticulo endoplasmatico para o citosol e sua consequente degradacdo
(LIU, 2010).

A diminui¢do da expressdo de antigenos pelas moléculas MHC classe I na superficie
celular poderia determinar a susceptibilidade para a lise determinada pelas células
natural killer (NK) que respondem a auséncia das moléculas do MHC classe I.
Entretanto, as células infectadas pelo HCMYV sdo resistentes a este mecanismo. Algumas
proteinas do HCMV atuam nos receptores de inibi¢do das NK para prevenir a lise
mediada por estas células. A UL18 constitui uma proteina homoéloga ao MHC classe 1
que determina a resisténcia as células NK. A proteina UL40 suprime a lise por células
NK através de sua interagdo com o complexo receptor de inibi¢do CD94/NKG2A
(WILKINSON, 2008).

A interferéncia com a expressao das moléculas do MHC classe II pode ocorrer de
varias maneiras, como a ligacdo da proteina US3 aos complexo II alfa/beta, impedindo
sua associagdo a cadeia invariante, a inibicdo das metaloproteinases CD10 e CD13 que
participam do processamento do peptideo antigénico e a interferéncia com a via
sinalizadora CIITA (ativadora de classe II)/JAK-STAT que controla o promotor da
regido da molécula de MHC classe II (HEGDE, 2002).

A 1L-10 codificada pelo virus (cmvIL-10) também reduz as propriedades antivirais
das células apresentadoras de antigenos. Em culturas de mondcitos estimulados por
lipopolissacarideo (LPS) a cmvIL-10 diminui a producdo de citocinas inflamatdrias pela
indugdo da desregulacao das proteinas do MHC I e II. A cmvIL-10 utiliza a mesma via
de sinalizacdo celular da IL-10 humana para a inibi¢do da funcionalidade dos
mondcitos, das via Jak/STAT e a atividade PI3K (SINZGER, 2008).

A IL-10 viral pode também dificultar a funcionalidade das células dendriticas,

resultando na debilidade para a secregdo das citocinas inflamatorias (GERNA, 2005) e
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dificuldade na expressdo das moléculas de MHC, portanto impedindo a habilidade de
estimulo imunologico destas células (HAHN, 2004). A laténcia viral pode estar
associada a cmvIL-10 por meio da baixa expressdo das moléculas MHC II na superficie
dos progenitores dos granuldcitos, macrofagos e mondcitos, limitando a resposta imune
contra as células latentemente infectadas (JENKINS, 2004). Adicionalmente, esta
citocina viral melhora a HCMV infec¢dao pelo aumento da expressdo do receptor de
entrada viral DC-SIGN. Portanto, a secre¢do de cmvIL-10 permite ao virus infectar as
células apresentadoras de antigenos e causar a inibi¢do de sua funcionalidade por um

longo periodo (HAHN, 2004).

2.5.4 MODULACAO DO TRAFEGO LEUCOCITARIO

O HCMV codifica proteinas ligadoras de membrana que interagem com proteinas
das células hospedeira envolvidas na estimulacdo dos leucocitos. O produto do gene
US28 atua como receptor para as quimiocinas, ligando-as. As quimiocinas e seus
receptores estdo amplamente distribuidos nos mamiferos e controlam o trafico
leucocitario durante a resposta imune (MOUTAFTSI, 2004).

As proteinas ligadoras induzem a liberagdo de citocinas que determinam a
quimiotaxia dos neutréfilos para as areas de infec¢cdo, aumentando a viruléncia, pois a
amplificacdo do quadro inflamatorio pode exacerbar a disseminacdo viral. A
caracteristica de leucopenia verificada na infec¢do ativa € causada pela supressdo viral
das fases G1 e S do ciclo celular em muitas linhagens celulares humanas (MOCARSKI,

2002).
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2.5.5 MODULACAO DO CICLO CELULAR E DA APOPTOSE

Células infectadas com HCMV podem torna-se imortalizadas por meio da inibi¢ao
da apoptose Bcl induzida (MOCARSKI, 2002). A infec¢do promove impacto direto no
ciclo celular, determinando o descontrole na expressdo dos produtos dos genes
envolvidos na sua regulacio (KALEJTA, 2002). Os produtos do gene alfa CMYV,
IE1491aa, [E2579aa, pUL36/vICA e pUL37x1/vMIA, estdo implicados no bloqueio da
apoptose (MOCARSKI, 2001). Embora os mecanismos ainda ndo sejam claros, duas
fungdes virais previnem a apoptose das células humanas infectadas: um inibidor de
ativacdo das caspases (VICA), codificado pelo gene UL36, que inibe a ativagdo da
caspase 8 (SKALETSKAYA, 2001) e um inibidor viral mitocondrial da apoptose
(VMIA), codificado pelo gene UL37, que inibe a ativagdo mitocondrial de maneira
similar aos membros da familia antiapoptotica Bcl (GOLDMACHER, 1999). Os
produtos VMIA protegem as cé€lulas da exposicdo a uma ampla variedade de indutores
intrinsecos e extrinsecos da apoptose. Esta fungdo, essencial para replicacao viral em
cultura, ¢ a principal responsdvel para prevenir a apoptose intrinseca virus induzida

(GOLDMACHER, 1999).

2.5.6 ACAO DAS PROTEINAS DO TEGUMENTO

A pp65 constitui a mais abundante proteina do tegumento e esta implicada na
interacdo com as respostas imune inata ¢ adaptativa durante as infec¢cdes por HCMYV,
sendo o alvo antigénico dominante dos linfocitos T citotoxicos (MCLAUGHLIN-
TAYLOR, 1994). Além de constituir uma molécula antigénica, também apresenta

funcdo imunomodulatoria, prevenindo o reconhecimento das proteinas imediatamente
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precoces do reconhecimento imunoldgico por meio de sua atividade enzimética cinase
associada (ODEBERG, 2003). A pp65 migra para o nucléolo nos estagios precoces da
infeccdo, sugerindo uma relagdo funcional entre sua localizacdo e o estagio litico do
ciclo de vida viral (ARCANGELETTI, 2011). Entretanto, a pp65 inicia a migrag¢do para
o citoplasma a 48 horas do ciclo litico através da atividade cinase dependente da ciclina
¢ uma migra¢io mediada pelo Crm1 exportador (SANCHEZ, 2007). E provavel que a
pp65 nao migre independentemente para o nucléolo e permaneca no citoplasma na
auséncia de outros componentes do HCMV (TOMTISHEN, 2012). Este ¢ um padrao de
localizagdo significativo das proteinas do tegumento que correlaciona-se com suas
funcdes (ARNON, 2006). Outra proteina do tegumento pode ligar-se a pp65, induzindo
alteragcdes em sua conformagdo que permitem a inacessibilidade para o sinal de
localizagdo nuclear ser reconhecido por moléculas transportadoras nucleares. Deste
modo, as caracteristicas da localiza¢do nuclear da pp65 sdo acionadas e o ciclo litico ¢
iniciado (TOMTISHEN, 2011).

A pp71 ativa os genes de expressdo viral por meio da neutralizacdo dos efeitos da
proteina celular Daxx. A proteina Daxx € recrutada aos promotores pelos fatores de
transcri¢cdo, resultando na repressdo da transcricao viral (SALOMONI, 2006). A pp71
liga-se a dois dominios da Daxx e induz sua degradagado proteosomal (SAFFERT, 2006).
A pp7l retarda o transporte intracelular das moléculas do MHC I, limitando a
apresentacdo dos antigenos HCMV na superficie das células infectadas para os

linfocitos T citotoxicos (TRGOVCICH, 2006).
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2.6 CARACTERISTICAS CLINICAS DA HCMV INFECCAO E DOENCA

INFECCIOSA

2.6.1 INFECCAO POR HCMV EM INDIVIDUOS IMUNOCOMPETENTES

Os numerosos mecanismos pelos quais o HCMV previne seu reconhecimento e
eliminagdo pelo sistema imunoldgico do hospedeiro podem determinar implicagdes
durante a fase aguda infecciosa ou ap6s a reativacao do virus latente (ZANGHELLINI,
1999). Individuos imunocompetentes com infeccdo primdria sdo frequentemente
assintomaticos, mas ocasionalmente os efeitos clinicos da doenga infecciosa podem
manifestar-se como uma sindrome mononucleosa autolimitada. Clinicamente a
mononucleose causada por HCMV ¢ similar a mononucleose ocasionada pelo virus
Epstein-Baar (EBV). Mal estar, dor de cabeca, febre elevada, mialgia e adenopatia
cervical sdo caracteristicos da HCMV mononucleose. Nestes pacientes a maioria das
infec¢des primarias por HCMV diagnosticadas sdo causadas por uma infeccdo aguda
acompanhada por uma imunossupressao transitéria que pode permanecer por semanas
ou meses, juntamente com a sintomatologia clinica da mononucleose (NANICHE,
2000). A imunossupressao reflete os efeitos diretos do virus nas células envolvidas na
resposta imune normal, uma vez que a HCMV infec¢do aguda estd associada com a
diminui¢do das células apresentadoras de antigenos no sangue periférico (CARNEY,
1981). Esta diminui¢do correlaciona-se com os elevados niveis de mediadores
inflamatorios, principalmente TNF-alfa, que ativa as células apresentadoras de
antigenos e células endoteliais, induzindo a maturagao, migragdo, aumento da produgao
de mediadores vasodilatadores, moléculas de adesdo e quimiocinas que alteram a
organizacao do epitélio vascular para a migragao transendotelial, resultando no aumento

da compartimentalizacdo destas células nos tecidos periféricos durante a HCMV



25

infeccdo, assim como em outras infecgdes (KUNITANI, 2002). Como esta situagdo ¢é
dependente do TNF-alfa, eventos similares podem surgir nas infec¢des agudas,
inflamacgdes cronicas ou doencas autoimunes que determinam o aumento dos niveis do
TNF-alfa (sepses, doengas cardiovasculares, artrite reumatdide e lapus eritematoso
sistémico, por exemplo). Complicagdes menos frequentes da infec¢do primaria incluem
quadros de faringite, esplenomegalia, artralgias, colite ulcerativa, pneumonias,
hepatites, meningite e miocardite. Outras anormalidades clinicas tém sido atribuidas a
infeccdo por HCMV nos hospedeiros normais, como a sindrome de Guillain-Barré (5 a
10 % destes pacientes apresentam evidéncias sorologicas de infec¢do primdria), anemia

hemolitica e trombocitopenia (ANG, 2000).

2.6.2 INFECCAO POR HCMV E REATIVACAO EM TRANSPLANTADOS

O HCMV apresenta duas propriedades que determinam suas fungdes nos
transplantados: laténcia e associag@o celular. Uma vez infectado, o paciente mantém o
virus por toda vida. A ativag¢do da laténcia ¢ induzida por muitos dos fatores presentes
nos receptores de transplantes, como a terapia com anticorpos anti-linfocitarios e drogas
citotoxicas, reagOes alogénicas, infecgdes e inflamacdes sistémicas. Portanto, a
inflamacao sistémica acompanhada pela liberacdo de fator de necrose tumoral alfa e
outras citocinas inflamatodrias estimulam uma variedade de mensageiros intracelulares
que iniciam a reativagdo da laténcia, resultando na replicacao viral (FIETZE, 1994). A
replicagdo do HCMV esta fortemente relacionada a sua associagdo celular, sendo a
resposta citotoxica virus especifica, mediada pelas moléculas de MHC o elemento
fundamental para a resposta imune do hospedeiro. Diferentes formas de

imunossupressao utilizadas nos receptores de oOrgdos afetam diferentes aspectos da
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infeccdo viral. Anticorpos anti-linfocitarios e drogas citotoxicas melhoram a ativacao
viral a partir do estado de laténcia, enquanto a ciclosporina, tacrolimus e
corticosterdides promovem a persisténcia e disseminagdo do virus por meio da
supressao da resposta imune antiviral do hospedeiro (RUBIN, 1994).

Os efeitos da HCMYV infecg@o nos pacientes transplantados podem ser divididos em
duas categorias: efeitos diretos da infeccdo que causam a sindrome mononucleosa ou a
doenga tecidual invasiva e os efeitos indiretos (FREEMAN, 2009). Os efeitos diretos
nos receptores de transplantes determinam sintomas caracteristicos da sindrome
mononucleosa (febre e mialgia), hepatite branda e anormalidades laboratoriais,
incluindo leucopenia, trombocitopenia e discreta linfocitose com atipia. A doenga 6rgdo
invasiva acomete frequentemente o proprio 6rgdo transplantado que parece ser mais
susceptivel aos efeitos diretos do HCMV do que os 6rgaos nativos (SAN JUAN, 2008).
Suspeita-se de doenca tecidual invasiva se elevados niveis de viremia sdo detectados e o
diagnostico ¢ confirmado pela deteccio do virus no tecido afetado por
imunohistoquimica. Neste sentido, muitos estudos t€ém demonstrado que a elevada carga
viral e a consequente exposi¢do cumulativa a replicagdo sdo fatores de risco para o
desenvolvimento da doenga por HCMV (HUMAR, 2006). A identificacio de
corpusculos de inclusdo ou antigenos virais em material de biopsia ou células de lavado
bronco-alveolar por imunohistoquimica/imunocitoquimica pode fornecer uma valor
preditivo positivo de uma cultura (CHEMALY, 2004). Por outro lado, pouco se sabe
sobre a influéncia dos fatores de viruléncia do virus para o desencadeamento da
infec¢do. A glicoproteina B (componente do envelope viral) tem sido relacionada com
varios passos essenciais da patogé€nese na doenca por HCMV, como a entrada do virus,
fusdo celular, disseminacdo célula a célula e efeitos imunomodulatérios (HUMAR,

2006).
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Os efeitos indiretos da HCMV infeccdo englobam todos os efeitos que estdo
acoplados a longos periodos de baixa carga de replicagdo viral e que sdo causados em
parte pela resposta imune do hospedeiro. Os fatores de risco para os efeitos indiretos do
HCMV incluem a soropositividade, baixos niveis da viremia assintomaticos, elevada
carga viral e doenca HCMV. Viremia assintomatica e a reativacdo da laténcia sdo
considerados os principais fatores contribuintes para os efeitos indiretos (EMERY,
2007). Dentre estes efeitos destacam-se a rejeicdo do enxerto € a imunossupressao
(PANTALEO, 2006).

O virus ¢ capaz de replicar-se em uma ampla variedade de tipos celulares, ativando
0 DNA celular, RNA mensageiro e sintese de proteinas que pode determinar a producao
de receptores Fc, moléculas de adesdo intracelular, oncogenes, uma glicoproteina
homoéloga ao MHC de classe I e uma variedade de citocinas pro-inflamatdrias
(SINZGER, 2008). Como resultado da deficiéncia imunologica mediada pela HCMV
infec¢do, os pacientes tornam-se mais susceptiveis as infec¢des oportunistas (HAHN,
2004). O aumento na incidéncia das infecgdes concorrentes oportunistas virais, fungicas
e bacterianas nos quadros de HCMV infec¢ao tem sido caracterizado na literatura. As
propriedades imunomodulatorias estdo envolvidas no aumento da vulnerabilidade dos
receptores de Orgaos para estas infec¢des. O prejuizo nas fungdes das APCs, incluindo o
bloqueio da diferenciacdo, migracdo e maturagdo e a reduzida expressao das moléculas
de MHC, prevenindo a efetiva apresentagdo dos antigenos as células T (GREDMARK,
2004), altera a resposta imunoldgica e proporciona uma transitoria, porém substancial
imunossupressao que inibe a resposta imune contra o virus e outros patdgenos nao
relacionados, principalmente nos individuos com infec¢do primaria (AVDIC, 2011). A
reativacdo de outras infecgdes virais tem sido reportada durante a infeccdo aguda por

HCMV (BOECKH, 2003) e sua replicacdo ativa favorece a imunossupressao pré-
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existente nos receptores de orgdos solidos, propiciando um risco elevado para as
infeccdes bacterianas e fungicas invasivas (ARTHURS, 2008). Deste modo, em um
paciente com infeccdo incomum (Pneumocystis carinii, pneumonia ou aspergilose
invasiva, por exemplo), a possibilidade do HCMV constituir um cofator deve ser
considerada (WEIMERT, 2007). O HCMV pode empregar estes mecanismos como uma
estratégia de evasdo da resposta imune, porém pode simultaneamente induzir uma
inibi¢do profunda e generalizada da resposta imunologica do hospedeiro (VARANI,
2012). A supressdo viral por meio da administragdo de terapias profilaticas pode
proporcionar um declinio nestas infec¢des oportunistas (BOECKH, 2003).

O HCMV também estd implicado nas rejei¢des aguda e cronica dos orgdos
transplantados e sua relagdo com os mecanismos de rejeigdo parece ser bidirecional,
com o HCMV podendo causar a rejeigdo ¢ a atividade inflamatoéria causada pela
rejeicdo celular aumentando a replicagdo viral (FISHMAN, 2007). Embora nao
exclusiva, a infecgdo por HCMV estd associada aos processos de rejeicoes aguda e
cronica (HUMMEL, 2001). O tipo de orgdo transplantado, a rejeicdo aguda ao
transplante e a intensidade do regime de imunossupressao utilizada apods os transplantes
sao fatores de risco que podem determinar o aumento da replicagdo viral
(RAZONABLE, 2001). A infec¢do ativa ocorre em 30%-75% dos receptores de
transplantes, com uma taxa de mortalidade de 5% (MADI, 2007).

A infeccao por HCMYV parece estar implicada como fator de risco para novos casos
de diabetes mellitus nos receptores de transplante renal. Leung et al (LEUNG, 2008)
descreveram dois pacientes que desenvolveram quadros de diabetes concomitantes com
periodo de infeccao tardia por HCMV. Os pacientes ndo eram obesos € receberam
baixas doses de corticosterdides. Com o tratamento e carga viral indetectavel a glicemia

destes pacientes foi normalizada. Os autores sugeriram que o desenvolvimento de



29

diabetes nos quadros de infec¢do por HCMV esta relacionado a toxicidade direta nas
células beta ou pela interrup¢do das vias metabolicas normais no figado durante a
infeccdo. Adicionalmente, a doenca HCMV também parece estar associada com o
aumento no risco de desordem linfoproliferativa pos-transplante, relacionado as
citocinas, fatores de crescimento e imunessupressao associados ao HCMV (AVDIC,
2011).

Apesar dos avangos nos protocolos de imunossupressdo e profilaxia antiviral a
infeccdo por HCMV permanece como principal causa de morbidade e custos apds os
transplantes de oOrgdos e relacionada com consequéncias ao longo prazo

(HELANTERA, 2003).

2.6.3 INFECCOES POR HCMV NOS TRANSPLANTADOS RENAIS

A principal causa de perda tardia do enxerto nos pacientes receptores de
transplantes renais ¢ a disfuncao cronica do enxerto que pode ser ocasionada por fatores
especificos como a rejeigdo crdnica, hipertensdo, infeccdes ou ser de etiologia
desconhecida (DICKENMANN, 2001).

Existem fatores de riscos que podem contribuir para infeccdo por HCMV apods o
transplante renal. O virus pode ser introduzido a partir de uma fonte externa para a
producao da infec¢do primaria ou da reinfec¢do. Na infeccdo endogena (reativagdo do
virus latente) € produzida a infec¢do secundaria que ocorre mais frequentemente do que
a infec¢do primaria. Na infec¢do primaria os fatores de risco sdo determinados pelo
ambiente externo, contato pessoal, transfusdo de sangue e doadores renais. Na infec¢ao
secundaria os fatores de riscos estdo relacionados a depressdo da resisténcia do receptor
determinada pela faléncia renal, imunossupressdo por drogas e a rejeicdo do enxerto

(MONTO HO, 1976).
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O HCMV esta associado a rejeicao aguda e cronica do enxerto renal (REISCHIG,
2010). A infecgdo litica pode levar a danos diretos no tecido enxertado (SODERBERG,
2006). Apds a viremia e infec¢do ativa, 0 HCMV ¢ capaz de persistir nestes enxertos
por um longo periodo, sendo esta persisténcia relacionada com as alteragdes cronicas do
enxerto renal (HARTMANN, 2006; HOLMA, 2000). Uma relagdo entre infeccdo e
doenga por HCMV e a nefropatia cronica do enxerto ¢ definida por diversos modelos
experimentais em animais (VAN DAM, 2000). Em enxertos renais experimentais de
ratos, a infec¢do com HCMYV acelera e intensifica a rejeigdo nos enxertos infectados
quando comparados com enxertos nao infectados (LAUTENSCHLAGER, 1997). Os
mecanismos pelos quais o HCMV contribui para a perda do enxerto ndo sdo claros. A
citocina fibrogénica transformadora de crescimento fator beta-1 (TGF-betal) esta
presente nos espécimes de biopsia dos enxertos renais humanos que sofreram rejei¢ao
(CAMPISTOL, 2001). A TGF-betal ¢ produzida pelo infiltrado leucocitario durante a
rejeicdo e pode também ser produzida pelas células epiteliais tubulares dos rins
(OZDEMIR, 2005), sendo sintetizada em elevados niveis nos enxertos renais infectados
comparados aos enxertos ndo infectados (HELANTERA, 2005). A TGF-betal contribui
para a fibrose renal em numerosos modelos animais e na doenca fibrética renal de
humanos pela inducdo da transi¢do epitelial-mesenquimal (EMT) das células renais
epiteliais tubulares (RASTALDI, 2002). Durante a EMT as células renais tubulares
demonstram perda das caracteristicas epiteliais e adesividade celular, desenvolvendo
alteracdes no citoesqueleto, inducdo de expressdo de moléculas fibrogénicas e adquirem
um fendtipo de transicao (LIU, 2004). Estas células fibroblastéides sao os principais
fatores contribuintes para a fibrose renal, assim como a inibi¢do da EMT mediada por
TFG-betal previne e reverte experimentalmente a fibrose renal nos modelos animais

(ZEISBERG, 2003).
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A inflamagdo persistente € importante para os progressivos danos ao 6Orgao
transplantado (INKINEN, 2002). Como a infeccdo por HCMV ¢ dependente da
inflamacao e ¢ capaz de induzir e manter o processo inflamatdrio, ela pode ser um fator
contribuinte para as disfun¢des aguda e cronica do enxerto. Adicionalmente, a infeccao
persistente nos transplantados renais correlaciona-se com o aumento nos niveis séricos
de creatinina e reduzida sobrevivéncia do enxerto (HELANTERA 2003).

Diversos estudos postulam uma associagdo entre a infeccdo HCMV e a rejeicao
celular aguda, principalmente nos pacientes com sintomatologia clinica ou infec¢do
HCMV recorrente, mas os resultados sdo inconsistentes (SAGEDAL, 2004), uma vez
que ja foram observadas as mesmas frequéncias de rejei¢do aguda nos pacientes com
HCMV viremia assintomaticos ou em um Unico episédio com manifestacdo clinica
(ERDBRUEGGER, 2012). Outro ponto de controvérsia ¢ o periodo de curso da HCMV
infeccdo e a rejeicao celular aguda, pois ndo ¢ claro se a HCMV infeccdo precede a
rejeigdo aguda ou se a rejeicdo aguda precede a infeccdo (NETT, 2004). A diminuicao
da terapia de imunossupressao ¢ frequentemente realizada quando o diagndstico da
HCMYV infecgao ¢ estabelecido, podendo subsequentemente determinar a rejeicao aguda
(BORCHERS, 1999). A infeccao por HCMV também est4 associada com o aumento da
producao de citocinas, moléculas de adesdo e aumento da expressaio do MHC II
marcador de superficie que pode resultar em rejei¢do aguda. Por outro lado, os
episodios de rejeicao aguda requerem o aumento da terapia de imunossupressdo que
pode promover a HCMV infeccao (BORCHERS, 1999).

Os varios mecanismos de inducdo da resposta inflamatéria, o controle da
diferenciagdo celular, a indu¢do da migracdo e proliferacdo celular podem contribuir

para a patogenia da doenca no enxerto renal (DICKENMANN, 2001).
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2.7 DESEMPENHO ANALITICO DO PCR EM TEMPO REAL

As caracteristicas de desempenho analitico do PCR em tempo real (Rt PCR),
metodologia Tagman Q-CMV Rt Nanogen Advanced Diagnostic, foi comparada a
performance dos ensaios para antigenemia pp65, sendo demonstrado que o Rt PCR foi
mais sensivel do que os testes de antigenemia e mantiveram especificidade similar
(MARCHETTI, 2011). Um total de 793 amostras foram testadas, sendo 53 (6,7%)
positivas para ambos os ensaios, 577 (72,7%) negativas para ambos e as 163 (20,6%)
amostras restantes apresentaram resultados discordantes entre os dois métodos. Nestas
amostras o PCR em tempo real detectou o DNA HCMV em 162 casos (99,4%) e em
cada um destes casos os resultados da antigenemia pp65 foram negativos. Apenas uma
amostra testada negativa por Rt PCR apresentou resultado positivo para o ensaio pp65.
As amostras positivas para pp65 demonstraram significativamente niveis elevados de
DNA HCMV (média de 20.000 copias/mL).

Amostras consecutivamente testadas por Rt PCR apresentam resultados positivos
antes da positividade nos ensaios de pp635, evidenciando que a metodologia de Rt PCR
apresenta sensibilidade para o monitoramento dos pacientes com elevado risco para a
doenca HCMV (SANGHAVI, 2008). A especificidade agregada a um melhor
desempenho de sensibilidade analitica permite a metodologia de Rt PCR registrar
baixos niveis de carga viral em pacientes assintomaticos, fornecendo a indicacdo de

monitoramento da tendéncia das cargas virais ao longo do tempo (KOTTON, 2013).
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2.8 CONTROLE IMUNOLOGICO DO HCMV

O controle imunolégico do HCMV em hospedeiros imunocomprometidos ¢
complexo, envolvendo os mecanismos imunes inatos ou inespecificos e os mecanismos
adaptativos ou especificos (CROUGH, 2009). Polimorfismos do TLR-2 e TLR-4, bem
como deficiéncias das proteinas do sistema complemento e lecitina ligadora de manose
estdo associados com o aumento de risco para o desenvolvimento da HCMV doenca
(KIJPITTAYARITS, 2007; MANUEL, 2007). As células NK apresentam uma fungao
critica no controle das infec¢des primdria e recorrentes por HCMYV, aumentando
tipicamente nas respostas a replicagao viral (HADAYA, 2008).

A resposta imune adaptativa dos linfocitos B e T sdo essenciais para o controle da
replicagdo do HCMYV, sendo que os métodos empregados para o monitoramento desta
resposta poderiam permitir uma identificagdo precoce dos pacientes com riscos elevados
para a replicagdo viral. As células B sdo importantes na resposta imune humoral ao
HCMY, produzindo anticorpos neutralizantes que atuam primariamente na glicoproteina
B e glicoproteina H (CROUGH, 2009). As respostas das cé¢lulas T (CD4 e CD8) sao
componentes criticamente importantes do sistema imune para o controle do HCMV,
inibindo a replicacdo viral. As células T demonstram reatividade contra uma ampla
variedade de antigenos do HCMYV, incluindo pp65, pp50, IE-1, gB e outros
(SYLWESTER, 2005). Apesar do monitoramento das respostas inata e adaptativa ser
importante para os pacientes com elevado risco para o desenvolvimento da HCMV
doenca no periodo pos-transplante, sendo empregado como guia para a profilaxia e
terapia preemptiva, sua utilizacdo tem sido restrita a estudos experimentais e sua ampla

aplicacdo clinica ainda permanece em investigacao (KOTTON, 2013).
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2.9 TERAPIAS DE IMUNOSSUPRESSAO

Atualmente verifica-se uma melhora significativa nos resultados do
acompanhamento dos transplantados renais no periodo de pos-transplante recente.
Muitos estudos demonstraram que uma fungdo precoce do enxerto pode ser um aspecto
preditivo de sua sobrevivéncia por periodos prolongados. A sobrevivéncia do enxerto no
periodo precoce do poés-transplante pode ser obtida por meio de diversos protocolos de
imunossupressao (SOLA, 2010).

A terapia de inducdo pode ser administrada no dia do transplante para a diminui¢ao
da incidéncia da rejei¢do aguda ou prevenir a funcdo tardia do enxerto e
consequentemente melhorar a sobrevivéncia do 6rgdo transplantado no p6s- transplante
tardio. Aproximadamente, de 60% a 80% dos transplantados renais que receberam
terapia de inducdo com anti-timoglobulina (ATG), um anticorpo policlonal com agao
depletora dos linfécitos, ou com basiliximabe, um anticorpo monoclonal com a¢ao nao
depletora dos linfocitos, demonstraram uma reducao na severidade dos eventos adversos
do pos-transplante imediato, disparados pelas células B (PARASURAMAN, 2008).

A ATG ¢ frequentemente administrada por via intravenosa em uma série de doses
divididas durante a primeira semana do pos-transplante ou em uma unica dose de 9
mg/Kg, promovendo a reducdo da contagem dos linfocitos. O Basiliximabe ¢
constituido por anticorpos monoclonais com especificidade para os receptores da
interleucina-2, geralmente administrado em duas doses (PASCUAL, 2002).

O principal objetivo da terapia de inducdo ¢ a prevencao da rejeicdo precoce, bem
como melhorar o periodo de sobrevivéncia do enxerto, entretanto os pacientes sao
expostos ao aumento dos riscos das complicacdes infecciosas e das desordens

linfoproliferativas do pos-transplante decorrentes da imunossupressao. Diversos estudos
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estabelecem a seguranga e tolerdncia da indugdo por ATG e basiliximabe
(KRYSTUFKOVA, 2012).

A manutencdo da imunossupressdo pode ser realizada pela administragdo de
imunossupressores convencionais (ciclosporina e prednisolona) e novas drogas
imunossupressoras, como o micofenolato mofetil (MMF), tacrolimus e sirolimus
(WOOD, 2012). A utilizagdio dos novos agentes imunossupressores reduz
consistentemente a incidéncia da rejeicdo aguda (15% aproximadamente) no periodo
precoce do pos- transplante (um ano) quando comparada com o uso das drogas
convencionais. Entretanto, os efeitos destas novas drogas ndo parecem ser adicionais,
uma vez que o uso do tacrolimus com MMF como adjuvante reduz em 5% os episddios
de rejeicdo aguda, enquanto com a utilizacdo da azatioprina como adjuvante a redugdo

foi de 15% (WOOD, 2012).



36

2.10 PRINCIPIOS DA TERAPIA ANTIMICROBIANA NOS RECEPTORES DE

TRANSPLANTES

Existem trés possibilidades para a utilizagdo da terapia antimicrobiana nos pacientes
transplantados. O uso terapéutico que consiste no tratamento da infec¢do clinicamente
estabelecida. A profilaxia baseada na administragdo do agente antimicrobiano em um
grupo inteiro de pacientes para a prevengdo da manifestacdo da doenca infecciosa que
seja importante o suficiente para justificar a intervengdo e o uso preemptivo para a
administracdo da terapia em um subgrupo de pacientes definidos por caracteristicas
clinicas ou epidemiologicas ou pelos resultados de um teste laboratorial que apresente
predicdo para uma elevada taxa da doenca clinicamente significativa. Devido a énfase
na prevencdo da doenga infecciosa por HCMYV, atencao especifica para as estratégias
profilatica e preemptiva tem sido empregada (ASBERG, 2007; KHOURY, 2006).
Existem variacdes significativas na pratica clinica em cada uma destas estratégias e a
utilizacdo de um modelo hibrido com ambas € possivel. A utilizacao destas estratégias
preventivas tem resultado em uma significativa redu¢do na doenga e mortalidade, assim
como dos efeitos indiretos relacionados a infeccdo por HCMV (KOTTON, 2013). Em
todos os pacientes a imunossupressdo exogena deve ser reduzida como uma
possibilidade para a otimiza¢do da prevengao e tratamento da infeccdo (FISHMAN,

2007).
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2.10.1 EMPREGO CLINICO

O ganciclovir intravenoso (IV) ¢ considerado o “padrao ouro” para o tratamento da
doenca HCMV. Previamente, o foscarnet foi comumente utilizado, porém sua
toxicidade limita sua utilizacdo nos receptores de orgdos sélidos, especialmente seus
efeitos nefrotoxicos (LIMAYE, 2000). O mecanismo primario de acdo do
ganciclovir/valganciclovir contra 0o HCMYV realiza-se por meio da inibi¢do da replicagao
do DNA viral pela ganciclovir-5-fosfato que apresenta uma seletiva e potente inibi¢cdo
da DNA polimerase (KHOURY, 2006). O foscarnet interfere com a troca de pirofosfato
do desoxinucleotideo trifosfato durante a replicacdo viral pela ligagdo a um sitio da
DNA polimerase do HCMV (BALFOUR, 1990). Estudos recentes demostraram que o
valganciclovir oral ndo ¢ inferior ao ganciclovir IV para o tratamento da doenca HCMV
nos receptores de orgaos (74% representados por receptores renais) com a doenca nao
apresentando risco de vida aos pacientes (48% com sindrome HCMV e 49% doenca
tecidual invasiva) (ASBERG, 2007). Nos pacientes apresentando risco de vida pela
doenca HCMV e criangas o ganciclovir IV ainda ¢ a opcao terapéutica preferida, uma
vez que os dados sobre os efeitos do valganciclovir sdo limitados. Ganciclovir IV pode
também ser utilizado em pacientes que ndo toleram tratamento oral ou quando sua
absorc¢ao ¢ insuficiente (KOTON, 2013).

A administracdo de doses apropriadas de valganciclovir ou ganciclovir deve ser
rigorosa, pois dosagens inadequadas podem resultar na perda da eficicia clinica e
promover a resisténcia. Doses elevadas podem resultar em toxicidade (EMERY, 2000).
Podem ser utilizadas duas doses didrias para o tratamento da doenga nos pacientes com
fungdes renais normais. A duracdo adequada do tratamento deve ser obtida pelo

monitoramento semanal da carga viral e mantido até uma ou duas amostras consecutivas
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negativas da carga viral, mas ndo descontinuado em um periodo inferior a duas
semanas. Com este algoritimo de tratamento o risco de desenvolvimento da resisténcia e
a recorréncia da doenca HCMV sido minimizados (ASBERG, 2009). Entretanto, os
agentes antivirais utilizados para o tratamento das infeccdes por HCMV apresentam
elevada toxicidade hematologica e renal, além de baixa biodisponibilidade (REISCHIG,

2008).

2.10.2 PROFILAXIA UNIVERSAL

A profilaxia universal envolve a administragdo do agente antiviral em todos os
pacientes ou em um grupo de pacientes de risco. Os antivirais sdo frequentemente
iniciados em um periodo imediato ou muito precoce do pds-transplante e continuados
por um periodo determinado de tempo, geralmente de 3 a 6 meses. Diversos antivirais
foram avaliados para a profilaxia, incluindo aciclovir, valaciclovir, ganciclovir
intravenoso, ganciclovir oral e valganciclovir. A manifestacao tardia da doenca HCMV
tem sido o mais significativo achado de todos os estudos de avaliagdo da profilaxia
universal, com o surgimento da doenga infecciosa apos a descontinuidade da profilaxia
(PAYA, 2004). Os fatores determinantes para a manifestacdo da doenga infecciosa tardia
ndo estdo completamente elucidados, mas parecem estar relacionados a
imunossupressao acompanhada pela perda do desenvolvimento de uma imunidade

celular significativa especifica para o HCMV (RAZONABLE, 2001).
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2.10.3 TERAPIA PREEMPTIVA

Na terapia preemptiva o monitoramento laboratorial ¢ realizado em intervalos
regulares para a detecgdo precoce e assintomatica da replicagdo viral. A carga viral deve
atingir um determinado valor limiar do ensaio e antes do desenvolvimento dos sintomas
a terapia antiviral ¢ iniciada para prevenir a progressdo para a doenga clinica. As
vantagens da terapia preemptiva incluem uma melhor seletividade dos alvos da droga,
diminui¢do dos custos com medicacdes e toxicidade associada (KOTON, 2013).
Teoricamente a estratégia preemptiva pode promover o desenvolvimento e a
manuten¢do de imunidade celular HCMV especifica por meio da permissdo de baixos
niveis da replica¢do viral. A coordenacdo da terapia preemptiva ¢ complexa, uma vez
que necessita de monitoramento laboratorial semanal ¢ um rapido periodo da resposta
do laboratorio. Além disso, os valores limiares otimizados para a carga viral dependem
das caracteristicas de desempenho analitico do exame e ndo sdo bem estabelecidos.
Uma das principais preocupagoes da estratégia preemptiva € que ela pode ndo prevenir
os efeitos indiretos da HCMV infec¢dao, incluindo os efeitos no enxerto e na

sobrevivéncia dos pacientes (KLIEM, 2008).
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2.11 RESISTENCIA AS DROGAS ANTIVIRAIS

Os fatores de risco envolvidos no desenvolvimento da resisténcia sdo determinados
pela exposi¢do prolongada as drogas antivirais (frequentemente meses, média de 5 a 6
meses) € a continua replicagdo viral, como a permitida pelos hospedeiros
imunossuprimidos ou imunodeficientes e pela distribuicdo inadequada da droga no
organismo (ganciclovir oral) (ARTHURS, 2008). Nao existem grandes estudos
comparativos entre os resultados da infecgdo com cepas de HCMYV resistentes e cepas
sensiveis. Relatos dos resultados de infec¢do com cepas resistentes variam de
assintomaticos a doenga severa ou fatal (MARFORI, 2007). A doenga tecidual invasiva
¢ frequentemente diagnosticada nos pacientes infectados com o virus resistente
(EMERY, 2000).

Mediante elevados niveis de viremia ou doenga clinica progressiva durante a terapia
antiviral prolongada, suspeita-se do desenvolvimento da resisténcia. O aumento dos
niveis das cargas virais, especialmente nas primeiras semanas do tratamento, ndo sao
indicadores confidveis da resisténcia as drogas (NICHOLS, 2001). Embora os fatores de
riscos clinicos para a resisténcia estejam bem definidos, o diagnodstico exato requer o
emprego de testes laboratoriais, como o teste fenotipico de redugcdo em placa que
determina a concentra¢ao necessaria da droga para a inibigdo do crescimento de um
isolado viral em 50% (IC 50). A complexidade e dificuldade de padronizagao do teste
fenotipico impedem seu emprego na rotina de manejo clinico dos pacientes (KOTTON,
2013).

A genotipagem pode rapidamente identificar as mutacdes das caracteristicas virais
indicativas de resisténcia as drogas. Tecnologias padronizadas de sequenciamento

permitem a detec¢do de uma sequéncia viral mutante quando ocorre seu aumento a
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aproximadamente 20% da sequéncia total da populagdo (SCHUURMAN, 1999). A
amplificagdo direta a partir de amostras clinicas permite a determinag¢do da UL97 cinase
(codons 460-670) e opcionalmente das sequéncias UL54 (cédons 300-1000). Uma
grande base de dados envolvendo as mutagdes caracteristicas de resisténcia do HCMV
tem sido acumulada (CHOU, 2008). Dados indicam que mais de 90% dos isolados de
HCMYV resistentes ao ganciclovir apresentam muta¢des na UL97 nos cddons 460, 520
ou 590 a 607. Mutagdes M460V/I, C592G, A594V, L595S e C603W sdo as mais
comuns e conferem um aumento de 5 a 10 vezes no IC50 do ganciclovir, excetuando-se
a C592G que confere aproximadamente um aumento de 2,5 vezes no IC50, sendo
considerado um baixo grau de resisténcia. Alteragdes nas sequéncias menos comuns
podem ocorrer nos codons 590 a 607, conferindo vérios graus de resisténcia ao
ganciclovir ou nenhuma resisténcia significativa. No gene da DNA polimerase viral
(UL54) as mutagdes de resisténcia tendem a ocorrer no dominio funcional conservado e

podem conferir resisténcia a qualquer ou todas as drogas atuais (ganciclovir, foscarnet

ou cidofovir) (CHOU, 2007).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Aplicar a metodologia de PCR em tempo real para descricdo da dindmica de
replicagdo do HCMV nos transplantados renais atendidos pelo HB-SJRP, gerando
parametros quantitativos de interesse para a profilaxia ¢ o manejo clinico da doenga

infecciosa.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar um valor de carga viral limiar para HCMV altamente preditivo para o
desenvolvimento da doenca infecciosa, aplicado as caracteristicas do desempenho
analitico da metodologia utilizada.

Estabelecer a eficacia das estratégias preventivas empregadas.

Relacionar a dindmica de replicagdo do HCMV com as caracteristicas clinicas do

grupo de pacientes estudados.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 PACIENTES

Noés identificamos na base de dados do servigo de transplante todos os pacientes que
receberam transplantes renais no Hospital de Base de Sao José¢ do Rio Preto-SP (HB-
SJRP) no periodo compreendido entre julho de 2010 e dezembro de 2011. A
descontinuidade do acompanhamento clinico e laboratorial no HB-SJRP foi estabelecida
como critério de exclusdo. Desta maneira, 66 pacientes foram incluidos no estudo. A
média de idade dos receptores renais foi de 44 anos (idades minima e maxima de 06 e

68 anos respectivamente), sendo 46 homens e 20 mulheres.

4.2 I MUNOSSUPRESSAO

A terapia imunossupressora foi realizada de acordo com protocolos do servigco de
transplante renal. Indu¢do da imunossupressdo realizada com Basiliximabe (20 mg/2
doses) com primeira dose realizada até duas horas apOs o transplante. Pacientes
retransplantados ou sensibilizados (painel de reatividade citotoxica superior a 30%)
utilizaram Timoglobulina (1,5 mg/Kg/dose) infundida por seis horas no dia do
transplante. Para a manuten¢do da imunossupressdo foram utilizados o Tacrolimo 0,3
mg/kg/dose ou Everolimo 1,5 mg de 12 em 12 horas, Micofenolato s6dico 1440 mg/dia

e a Prednisona 30 mg/dia (dose tnica).
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4.2.1 DOADOR VIVO (APARENTADO OU NAO)

Indugdo realizada em pacientes menores de 18 anos com Basiliximabe 10 mg-2
doses (inferior a 30 Kg) ou 20 mg-2 doses (superior 30 Kg), retransplantados com
TIMO 1,5 mg/Kg/dose, sensibilizados (painel de reatividade citotoxica superior a 30%)
com TIMO 1,5 mg/Kg/dose e pacientes apresentando HLA distinto com Basiliximabe
20 mg-2 doses. Nos demais casos a induc¢do da imunossupressao nao foi realizada.

Inicio e/ou manutencdo da imunossupressdo realizados 48 horas antes dos
transplantes, utilizando-se Tacrolimo (0,2 mg/Kg/dia) ou Ciclosporina (8 mg/Kg/dia),

Micofenolato sodico (1440 mg/dia) e prednisona (30 mg/dia, dose Unica).

4.2.2 DOADOR FALECIDO

Inducdo da imunossupressdao realizada com Basiliximabe (20 mg/2 doses),
excetuando-se os retransplantados (TIMO 1,5 mg/Kg/dose) e pacientes sensibilizados,
apresentando painel de reatividade citotoxica superior a 30% (TIMO 1,5 mg/Kg/dose).

Manutengao efetuada com Tacrolimo 0,3 mg/kg/dose ou Everolimo 1,5 mg de 12

em 12 horas, Micofenolato sodico 1440 mg/dia e Prednisona 30 mg/dia (dose tnica).
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4.3 EXTRACAO DNA HCMV

Amostras de sangue total estabilizadas com EDTA foram armazenadas em
temperatura ambiente por um periodo maximo de 3 horas ou 24 horas a 4° C. Mediante
necessidade de um maior periodo de armazenamento (até 7 dias) foram submetidas a
temperatura de — 20° C e descongeladas em temperatura ambiente (BIOPUR Mini Spin
Plus).

A extragdo do material genético foi realizada a partir de 200 microlitros de sangue
total, utilizando-se o kit comercial BIOPUR Mini Spin Plus com rendimento médio de 6
ng de DNA. O procedimento ¢ baseado na lise inicial das amostras seguida da ligag¢ao
do DNA genOmico & membrana filtrante do filtro spin, lavagem da membrana,
eliminagdo do etanol e eluicdo do DNA gendmico.

As amostras foram lisadas em temperaturas elevadas, na presenca do tampao de lise
(cloreto de amodnio) e proteinase K. A ligagdo do DNA gendémico foi ajustada pelo
tampdo B6 (2-propanol), sendo entdo o lisado aplicado ao filtro spin e 0 DNA gendmico
adsorvido a membrana. Os contaminantes residuais foram removidos com o uso dos
tampodes de lavagem I (etanol 50%) e II (etanol 70%). O DNA foi eluido do filtro spin
com 200 pL de 4gua milepore pré-aquecida (tampao de eluigdo).

Foram transferidos 200 pL de sangue total para tubos de reacdes de 1,5 mL,
adicionando-se 200uL de tampao de lise e 20 pL de proteinase K. A mistura foi
homogeneizada em vortex por 5 segundos e incubada em termobloco com agitacao
constante a 56° C por 15 minutos.

Apo6s a incubacgdo adicionou-se ao lisado 400 pL do tampao de ligagdo. A solugdo
foi homogeneizada em vortex por 10 segundos e transferida para tubos de 2 mL

contendo o filtro spin. Os tubos foram incubados a temperatura ambiente por 1 minuto e



46

centrifugados por 2 minutos a 13000 g. O filtrado foi descartado e os filtros colocados
em novos tubos de reagdo de 2 mL.

Durante a fase de lavagem foram utilizados 500 pL e 800 puL dos tampdes de
lavagem I e II respectivamente, centrifugando-os por 1 minuto a 13000 g, descartando o
filtrado e retornando o filtro ao tubo de reacdo a cada procedimento de lavagem.
Finalizada a tultima etapa de lavagem o tubo com o filtro spin foi submetido a
centrifugacdo por 4 minutos a 20328 g para elimina¢ao do etanol residual.

O filtro spin foi transferido para um novo tubo de reacdo de 1,5 mL. Foram
adicionados 200 pL do tampao de eluicdo pré-aquecido a 56° C e os tubos incubados
por 1 minuto a temperatura ambiente. Posteriormente seguiram-se a centrifugagao por 1
minuto a 8000 g, o descarte do filtro spin e a obtengdo do DNA eluido (filtrado).

O DNA celuido foi imediatamente submetido a reagdo de amplificagio ou
armazenado por 24h em temperatura de -20°C até o momento de sua testagem

(BIOPUR Mini Spin Plus).
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4.4 AMPLIFICACAO DNA HCMV

A amplificagdo do DNA HCMV foi realizada utilizando-se o kit comercial Q-PCR
CMV (NANOGEN). Uma reacao de amplificacdo especifica para a regido do gene
antigeno principal imediatamente precoce do CMV (CMV MIEA) e para a regido do
gene da betaglobina humana (controle interno de inibicdo) foi realizada em cada
amostra de DNA obtida do sangue total. Uma sonda especifica para o CMV, marcada
com o fluoréforo FAM, foi ativada quando hibridizada com o produto especifico da
reacdo de amplificacdo do CMV. A sonda especifica para o controle interno, marcada
com o fluor6foro VIC, foi ativada mediante hibridizacdo com o produto especifico da
reacdo de amplificacdo do controle interno (figuras 1, 2 e 3). Os primers utilizados para
amplificacdo do DNA CMYV, bem como suas sondas fluorescentes, sdo especificos para
uma determinada regido do exon 4 do gene CMV MIEA (HCMV UL123). Os primers
utilizados para a amplificagdo do controle interno, bem como suas sondas fluorescentes,

sdo especificos para o promotor e a regido 5 UTR do gene da betaglobina humana.
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Figura 1: curva de amplificagcdo do controle interno e auséncia de amplificagdo do gene
HCMYV MIEA (reagdo negativa e valida).
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Figura 2: curva de amplificacio do gene HCMV MIEA com valor absoluto de
quantificacdo de 2.837.660 copias e inibicdo do controle interno (abaixo).
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Figura 3: rotina de amplificacdo dos genes CMV MIEA e controle interno (7300 Real
Time PCR Svstem. Aoplied Biosvstems).
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Em uma mistura padronizada dos reagentes de amplificacdo em tempo real (tampao,
cloreto de magnésio, nucleotideos trifosfato, fluoréforo de referéncia passiva ROX,
uracil-N-glicosidase e Taq DNA polimerase), apresentando volume de 340 pL, foram
adicionados 100 pL da mistura de primers em solugdo estabilizadora e 100 pL da
mistura de sondas marcadas com os fluor6foros. Para a reacdo de amplificacdo em
tempo real foram utilizados 20 pL. da mistura principal obtida e 5 uL. de DNA extraido
da amostra clinica.

Ciclagem utilizada para as rea¢des de amplificacao:

Descontaminacao: 50° C, 2 minutos.

Desnaturacao: 95° C, 10 minutos.

Amplificacido (45 ciclos): 95° C, 15 segundos.

60° C, 45 segundos.

72° C, 15 segundos

4.5 DETECCAO E QUANTIFICACAO DO DNA HCMV

As reacdes foram detectadas pelo sistema 7300 Real Time PCR System (Applied
Biosystem) e os valores registrados de fluorescéncia emitidos pela sonda CMV
especifica (FAM CMV) e pela sonda especifica do controle interno (VIC CI) analisados
pelo software 7300 System.

Para o calculo da variacdo dos valores dos niveis da fluorescéncia de fundo
(“baseline”) foi determinado o intervalo entre o sexto e décimo quinto ciclo. O limiar

para o detector do marcador FAM foi ajustado para 0.2 e o limiar para o detector do
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marcador VIC ajustado para 0.1 (desempenho analitico preconizado pelo fabricante). Os
limiares estabelecidos representam um determinado valor da fase exponencial de
amplificacdo do DNA que corresponde a eficiéncia méxima da reagdo. Os valores da
fluorescéncia emitida pelas sondas especificas na reagdo de amplificacdo e o valor
limiar da fluorescéncia permitem a determinagdo do ciclo limiar (Ct, “cycle threshold”),
ou seja, o ciclo no qual a fluorescéncia atingiu seu limiar previamente estabelecido e
consequentemente a maxima eficiéncia da reacao.

A utilizagdo de quatro solugdes plasmidiais apresentando a regido do exon 4 do gene
HCMV MIEA em titulo conhecido (10°, 10%, 10° ¢ 10* copias/mL) e a deteccdo da
amplificacdo dos respectivos materiais genéticos permite atestar a eficiéncia da reagdo
em detectar o DNA HCMYV e calcular a curva padrao (figura 4). Deste modo, os valores
de Ct da sonda especifica para HCMV nas reagdes de amplificacdo das quatro solugdes
com titulos conhecidos define a curva padrao da rotina de amplificacao e a validacdo da
amplificacdo e detec¢do. De acordo com as orientagdes do fabricante, um Ct igual ou
menor do que 25 foi estabelecido para a solugdo com maior titulo para a validacao das
reacoes da sessao de amplificacdo e na reagdo de amplificagdo de cada amostra o valor
de Ct menor ou igual a 35 da sonda especifica para o controle interno foi utilizado para
validacdo das fases de extracdo, amplificagdo e deteccdo. Os titulos das solugdes
padroes foram determinados pela utilizacdo de materiais de referéncia calibrados
(PeliCheck CMV-DNA-99, VQC Proficiency Panel 2003 CMV DNA e OptiQuant

CMV DNA).
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Os valores de Ct da sonda CMV especifica nas reagdes de amplificacdo de cada
amostra e a curva padrio da sessdo de amplificacdo foram utilizados para o céalculo da
quantidade de DNA alvo presente nas reagdes de amplificagdo das amostras. A partir
dos resultados da quantidade de cada amostra foram calculados os nimeros equivalentes
de copias/mL do DNA CMYV presentes nas amostras utilizadas na extragao:

NC = Ve x quantidade

VecxVaxEe

NC = copias/mL

Ve = volume total de extracdo em microlitros

V ¢ = quantidade de amostra utilizada na extracao no valor requerido para unidade de
medida

Va = volume do produto de extragdo utilizado na reacao em microlitros

Ee = eficiéncia da extragdo expressa em decimal

NC =200 x quantidade \ 0,2 x 5 x 1 NC =200 x quantidade
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Figura 4: curvas de amplificacdo do gene HCMV MIEA, a partir de solu¢des plasmidiais com
concentragdes conhecidas (10°, 10, 10° e 10%), para a determinacio da curva padrdo de quantificagio.
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4.6 MONITORAMENTO DNA HCMV

As amostras de sangue total para vigilancia do DNA HCMYV foram coletadas uma
vez por semana durante os trés primeiros meses apos o transplante. Amostras adicionais
foram obtidas em todos os retornos ambulatoriais mensais durante 06 meses. Mediante
detecgdo de carga viral inferior a 5.000 copias/mL, o monitoramento semanal foi
mantido. Com a necessidade do inicio da terapia preemptiva (carga viral igual ou
superior 5.000 copias/mL) ou do tratamento da doenga infecciosa, o esquema de

monitoramento foi novamente repetido.

4.7 DEFINICAO DOS PARAMETROS VIRAIS

A viremia foi definida pela deteccdo do DNA HCMV no sangue total acima do
limite minimo de quantificacdo do ensaio (20 copias/mL). A duragdo da viremia foi
definida como o nimero total de dias nos quais 0o DNA HCMYV foi detectado, incluindo
episodios repetidos de viremia no mesmo paciente. Um episddio repetido de viremia foi
definido como a presenca do DNA HCMYV no sangue total, detectado apos a resolugdo
de um episodio prévio (duas amostras consecutivas negativas).

A viremia assintomatica foi determinada pela deteccio do DNA HCMYV no sangue
total e auséncia de sintomatologia relacionada a replicagao viral. A doengca HCMYV foi
definida mediante deteccio do DNA HCMV no sangue total como evidéncia de
replicagdo viral e categorizada como sindrome viral na presenca de febre, fraqueza,
leucopenia e trombocitopenia ou doenga tecidual invasiva quando confirmada por

bidpsia (KOTTON, 2013).
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4.8 TRATAMENTO DA DOENCA HCMV

Para a doengca HCMV ndo severa foram utilizados o valganciclovir oral (900 mg a
cada 12 horas) ou ganciclovir IV (5 mg/Kg a cada 12 horas) mantidos até a erradicagao

viral, porém ndo descontinuado em periodo inferior a 2 semanas.

4.8.1 PROFILAXIAANTIVIRAL

A profilaxia foi realizada nos pacientes de risco (doador IgG positivo para
HCMV/receptor IgG negativo para HCMV ou com “status” soroldgico desconhecido)
com valganciclovir 900 mg (intravenoso) durante 3 ou 6 meses com dose Unica didria,

de acordo com o grau de imunossupressao do paciente.

4.8.2 TERAPIA PREEMPTIVA

Os Pacientes foram monitorados semanalmente pela metodologia de PCR em tempo
real por um periodo de 3 meses apds o transplante. Mediante carga viral limitrofe de
5.000 copias/mL a terapia com dose de tratamento clinico com valganciclovir oral ou
ganciclovir IV foi inciada e continuada até a obtencdo de dois testes consecutivos de
carga viral negativo. Durante todo o tratamento o monitoramento da carga viral foi

realizado semanalmente.
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4.9 COLECAO DOS DADOS

Os parametros clinicos e laboratoriais foram obtidos a partir da base de dados dos

servigos de transplante renal e patologia clinica.

4.10 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram expressos como valores medianos, percentuais e pelos intervalos
das variagdes.

A andlise da curva ROC (“receiver-operating characteristic”) foi utilizada para a
determinagdo do ponto de corte do DNA HCMV para o desenvolvimento da doenca
infecciosa, sendo a curva ROC obtida pela utilizacdo do software MedCalc, versdo

9.5.2.0.
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5 RESULTADOS

5.1 VIREMIA E DOENCA INFECCIOSA

Um total de 1223 amostras, correspondentes a 66 receptores renais, foram analisadas
por PCR em tempo real quantitativo. A detec¢do quantitativa do DNA HCMV foi
positiva em 447-1223 (36,5%) amostras de sangue total, obtidas de 58-66 (87,8%)
pacientes, obtendo-se uma média consecutiva de 18 amostras por paciente. A
quantificagdo da carga viral nas 1.223 amostras demonstrou uma variabilidade da
viremia de 200 a 2.837.660 copias\mL.

Os sintomas da doenga infeciosa por HCMV foram apresentados por 15 pacientes
(22%). Nos pacientes sintomaticos a manifestagdo 6rgao especifica foi verificada em 4
receptores (6%), sendo duas pulmonares, uma retal e somente uma determinando dano

direto no tecido renal enxertado (tabela 1).

Tabela 1: HCMV DNA no sangue total de 66 receptores de transplante renal

Amostras néo
sangue total  positivo negativo pacientes virémicos virémicos CMV doenc¢a

1.223 447 776 66 58 8 15\66
36,5% 63,5% 87,80% 12,20% 22%
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No contexto de analise das caracteristicas clinicas dos receptores estudados, os

indices comparativos dos pacientes virémicos € nao virémicos sdo apresentados na

tabela 2.
Tabela 2 Caracteristicas clinicas dos receptores com/sem HCMV viremia
Viremia (n=158) Sem viremia (n=8)

Idade do receptor (anos) 46 6* 42 15*
Sexo (M-F) M (40) F(18) M (6) F(2)
Funcao tardia do enxerto (%) 35(60) 05 (62)
Episodios de rejei¢do aguda (%) 18 (31) 02 (25)
Esquema profilatico (%) 07 (12) 02 (25)
Esquema preemptivo (%) 51 (88) 06 (75)
Indugdo Timoglobulina (%) 09 (15) 05 (62)
Indugdo Basiliximab (%) 32 (55) 02 (25)
Sem inducdo (%) 17 (30) 01(13)
Sintomatico (%) 15(22) 00 (00)
Assintomatico (%) 43 (78) 08 (100)
Obitos (%) 07 (12) 00 (00)

HCMV : Citomegalovirus humano
* idade minima
M = masculino, F =feminino
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Levando-se em consideragdao a necessidade do delinecamento de valores minimo,
médio e méximo de carga viral relacionada ao desenvolvimento da doenga HCMYV, as
amostras positivas foram arbitrariamente divididas em trés grupos baseados na carga
viral do HCMV no sangue. Para manutencao da relevancia clinica dos dados estatisticos
foram consideradas apenas as amostras positivas obtidas a partir da maior carga viral
dos pacientes. Desta maneira, no grupo 1 foram incluidas 57 amostras de sangue total
com carga viral inferior a 5.000 copias\mL (média de 1.338, com variagdo de 207- 4.536
copias\mL) derivadas de 16 pacientes. No grupo 2, foram relacionadas 17 amostras
com carga viral entre 5.000-10.000 copias\mL (média de 7.044, com variagao de 5.174-
9.368 copias\mL) obtidas de 13 pacientes e no ultimo grupo foram incluidas 71
amostras com carga viral superior a 10.000 copias\mL (média de 172.998, com variagdo
de 10.228-2.837.660 copias\mL) de 29 pacientes. O diagndstico da doenga infecciosa
foi confirmado em 15 dos 58 pacientes (tabela 1), resultando em uma prevaléncia de
22,7% nos 66 pacientes transplantados e acima de 25% para os pacientes com HCMV
viremia. Nos pacientes diagnosticados, 11 (73%) apresentaram carga viral superior a
10.000 copias, 3 (20%) com indices variando entre 5.000 até 10.000 copias e 1

demonstrando carga viral inferior a 5.000 copias (tabela 3).
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Tabela 3: Correlacio entre a carga viral e estado clinico nos 66 receptores de transplante renal

carga viral grupo 1< grupo 2
(copias\mL) 5000 5000-10000  grupo 3> 10000 total
média
(variagdo) 1338 7044 172998
(207-4536) (5174-9368) (10228-2837660)
amostras
(n) 57 17 71 145\1223
11,8%
pacientes
(n) 16 13 29 58\66
87,80%
cmv
doencga (n) 1 3 11  15\66 22,7%
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O paciente do grupo 1 com manifestagdo sintomadtica 6rgao especifica (retal) da
doenca infecciosa demonstrou carga viral no momento do diagndstico de 4.536
copias/mL, também equivalente a sua carga maxima, apresentou episddio de rejeicdo

celular aguda e negativagdo da carga viral apos tratamento com ganciclovir (figura 5).

5000
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Diagndstico  C.Maxima U.Carga

Figura 5: monitoramento do DNA HCMYV no paciente com
doenga infecciosa do grupo 1 (diagnéstico, carga maxima e
ultima carga).

Um paciente do grupo 2 com manifestagdes clinicas da doenca infecciosa apresentou
carga viral no momento do diagnostico de 5.971 copias/mL, viremia maxima de 7.390
copias/mL, infecgdes bacterianas pulmonar e abdominal, evoluindo para choque séptico
e Obito com a manutencdo da carga maxima mesmo apoés terapia antiviral. Os demais
pacientes sintomaticos deste grupo apresentaram negativacdo da carga viral apos

tratamento (figura 6).
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Figura 6: monitoramento do DNA HCMYV nos 3 pacientes do
grupo 2 com doenga infecciosa (diagndstico, carga maxima e
ultima carga).

A maioria dos pacientes do grupo 3 demonstraram carga viral para o DNA HCMV
situada entre 10.000 copias/mL e 100.000 copias/mL com controle efetivo da viremia
apos tratamento antiviral. Os pacientes de numeros 2, 7 e 10 apresentaram viremia
superior a 1.000.000 cépias/mL, onde o nimero 2 apresentou cargas diagnostica e
maxima de 1.650.100 copias/mL e controle de carga apos uso de ganciclovir; o de
nimero 7 apds monitoramento semanal de trés cargas consecutivas negativas
demonstrou carga diagnostica e maxima, nos 37 dias subsequentes da Ultima carga
negativa, de 2.837.660 copias/mL, com episddio de rejeicdo aguda e controle de carga
viral ap6s tratamento, evoluindo para 6bito por choque séptico; o paciente de numero 10

também apresentou controle da carga viral apds tratamento (figura 7).
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Figura 7: monitoramento do DNA HCMYV nos 11 pacientes do grupo 3
diagnosticados com a doenga infecciosa (diagnostico, carga maxima e
ultima carga) .
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As caracterisitcas clinicas dos grupos de pacientes que desenvolveram a doenga

infecciosa estdo definidas na tabela 4.

Tabela 4: Caracteristicas clinicas dos pacientes com HCMV doencga

Grupol Grupo2 Grupo3 Total %

Rejeicdo aguda 1 1 4 6 40
Orgio especifica 1 0 3 4 26,66
DGF 1 1 4 6 40
Choque séptico 0 1 3 4 26,66
Obito 0 1 3 4 26,66
ATG 0 1 3 4 26,66
BSXM 1 1 5 7 46,66
Sem indugao 0 1 3 4 26,66
Preemptivo 1 3 8 12 80
Profilaxia 0 0 3 3 20

DGF: fungdo tardia do enxerto
ATG: timoglobulina
BSXM: basiliximabe
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O periodo médio necessario para o controle da carga viral nos trés grupos de

pacientes diagnosticados foi de 73 dias (figura 8).

14000

12000

10000

8000 \\ ——grupo 1
6000 -=-grupo 2
2000 o~ \ grupo 3

N BN\

Figura 8: média do periodo de viremia (“clearence”) nos
pacientes dos grupos 1, 2 e 3.

Considerando-se as amostras com relevancia clinica para o diagndstico, a area
abaixo da curva ROC foi de 0,996 (95% CI: 0,967-1,00) e utilizando um valor limite de
8.372 copias foi demonstrada sensibilidade de 94,81% (95% CI: 87,2%-98,6%) e
especificidade de 100% (95% CI: 94,7%-100%) para a triagem da doenga infecciosa por

citomegalovirus nos receptores renais (figuras 9 e 10).
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Figura 9: curva ROC para o diagnoéstico da HCMV
doenga e niveis de HCMV no sangue. Um “cut-oft” de
8.372 copias foi utilizado.
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Figura 10: distribuigdo da carga viral HCMV DNA em
associacdo com a doenga infecciosa (1) e pacientes
assintomaticos (0).
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5.2 DINAMICA DE REPLICACAO DO HCMV

Os pacientes monitorados pelo esquema preemptivo apresentaram a maior média de
carga viral (34.572 copias/mL, equivalente logaritimico de 4,5 log) enquanto os
pacientes em profilaxia antiviral demonstraram carga viral média de 7.970 cépias/mL
(3,9 log). A figura 11 apresenta a dindmica de replicagdo do HCMV no total de

receptores e mediante diferentes caracteristicas clinicas.
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Figura 11: Dindmica de replicagdo do HCMV no total de
pacientes e em diferentes situagdes clinicas.
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5.3 REJEICAO CELULAR AGUDA

Do total de 58 pacientes com carga viral detectdvel no periodo pds-transplante, 18
sofreram rejeicao celular aguda (RAC) e dos 08 pacientes com DNA HCMV
indetectavel, apenas 2 desenvolveram RAC. Deste modo, entre os 20 pacientes que
apresentaram RAC, 18 demonstraram DNA HCMYV, determinando uma taxa de
positividade de 90% e somente 2 receptores sem carga viral foram acometidos por RAC
(25%). Os 18 pacientes virémicos com RAC apresentaram niveis de copias variando
entre 2.259 e 2.837.660. No grupo de pacientes com carga inferior 5.000 copias foram
observados 6 episodios de RAC. Para os grupos de 5.000-10.000 e acima de 10.000 as
taxas observadas para RAC foram de 5 e 7 pacientes respectivamente. A relacdo entre o
desenvolvimento da doenga infecciosa e os episodios de RAC foi determinada para 6
receptores renais (6\15).

A concentracdo sérica média de creatinina dos receptores renais em diferentes

periodos do pds-transplante foi comparada aos episodios de viremia (tabela 5).

Tabela 5: Concentragdo de creatinina * (mg/dL) com viremia/sem HCMV viremia

viremia (n=58) sem viremia (n=08)
Primeiro més 2,6 1,2
Apds 12 meses 2,2 1,4

*concentragdo plasmadtica
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5.4 CHOQUE SEPTICO

Entre os receptores renais incluidos no estudo 7 desenvolveram quadro de choque
séptico (10%), todos decorrentes de infecgcdes bacterianas (uma de tecidos moles, uma
do trato urinario, uma gastroenterite € quatro pneumonias). Dos 7 pacientes com quadro
de choque séptico 6 apresentaram viremia para HCMV (85%), sendo 4 receptores
sintomdticos para HCMV doenga (57%). Um receptor apresentando carga viral entre
5.000-10.000 copias/mL e 3 com viremia superior a 10.000 copias/mL foram
acometidos pelo quadro séptico. Todos os pacientes virémicos que apresentaram o

quadro de choque séptico receberam tratamento antiviral.
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6 DISCUSSAO

Diversos estudos demonstraram que a quantificacdo da carga viral por PCR
quantitativo ¢ util para o diagndstico e predicdo da doenga por HCMV (EMERY, 2000).
A utilizagdo de amostras de sangue total determina facil manuseio, sem a necessidade de
centrifugacdo ou separacdo celular. A quantificagio do DNA HCMV a partir destas
amostras apresenta elevada sensibilidade para o monitoramento da infec¢ao por HCMV
nos pacientes imunocomprometidos (DEBACK, 2007). Por outro lado, o impacto
clinico dos baixos niveis de DNA HCMYV no sangue total ainda ndo ¢ determinado. Esta
deteccdo precoce apresenta a vantagem de alertar os clinicos para a manuten¢do do
controle da evolugdo da infec¢dao por meio do monitoramento criterioso da dindmica da
carga viral (HALWACHS, 2001). Valores de pontos de corte baseados em testes para o
DNA HCMV diferem entre grupos populacionais e diferentes metodologias, ndo
estando definidos valores que poderiam determinar a distingdo entre as formas das
infeccdes latente e ativa (CHOI, 2009). A determinacdo de um intervalo de valores da
carga viral para o emprego clinico ¢ importante ndo somente para a predicao da doenca
infecciosa e consequente tratamento anterior ao quadro sintomatico, mas também para
evitar a utilizagdo desnecessaria do agente antiviral mediante determinacao de valores
abaixo do limite minimo de quantificagcdo que podem corresponder ao virus no seu
estado de laténcia no sangue total. Porém, esporadicamente alguns pacientes podem
desenvolver a doencga tecidual invasiva por HCMV com niveis de carga viral baixo ou
até mesmo indetectaveis (ASBERG, 2007). O monitoramento continuo do DNA
HCMYV nos receptores renais pode determinar a dindmica caracteristica de replicacdo do
virus e sua provavel tendéncia para o desenvolvimento da doenca infecciosa (EMERY,

2000).
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Os provaveis picos de carga viral no sangue correlacionam-se com a doenga
HCMYV, porém na maioria das vezes ocorrem muito tardiamente para fornecerem uma
informagdo prognoéstica para o desenvolvimento da doencga infecciosa. Desta maneira,
marcadores precoces para a predi¢do dos pacientes em risco por doenca HCMV sao
necessarios, onde a determinagdo de uma carga viral HCMV precoce ¢ a caracterizagdo
da dindmica de replicagdo do virus podem apresentar informagdes prognosticas
importantes para manejo clinico dos pacientes (EMERY, 2010). A terapia preemptiva
apresenta eficdcia na triagem de receptores renais utilizando-se um ponto de corte
inicial para interven¢ao clinica superior a 2.000 copias\mL no sangue total (STORCH,
1993; KHOURY, 2006; REISCHIG, 2008). Pacientes que apresentam carga viral acima
de 5.000 copias\mL apresentam elevado risco de desenvolverem a doenga por HCMV
(HADAYA, 2003). De acordo com as caracteristicas de desempenho analitico da
metodologia empregada, este estudo demonstrou um valor absoluto de carga viral de
8372 copias\mL no sangue total como sendo altamente preditivo para o
desenvolvimento da doenca infecciosa por HCMV. Portanto, o estabelecimento de um
ponto de corte situado no intervalo de valores da carga viral minimo e maximo de 2.000
copias\mL e inferior a 8.372 copias\mL respectivamente, poderia ser empregado para
estratégia preemptiva do grupo de pacientes estudados. De fato, a orientagdo para a
terapia preemptiva empregada nos receptores deste estudo foi realizada com um valor
de carga viral de 5.000 cépias\mL, portanto adequado para sua utilizacdo como guia de
orientagdo para o inicio do tratamento preemptivo.

A morbidade da infec¢do por HCMV e a consequente manifestacao sintomatica pode
variar entre 44% a 83% apds o transplante renal (Ho, 1991). A maioria dos pacientes
apresentou episddios virémicos (87%), porém tanto o tratamento profilatico quanto o

preemptivo empregados no manejo do HCMV nos receptores demonstraram-se efetivos
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na prevencao da sindrome HCMYV e surgimento da doenca 6rgdo terminal, uma vez que
apenas 22% dos pacientes foram sintomdaticos e somente um demonstrou
comprometimento direto do tecido renal enxertado devido a replicagdo viral.

A ocorréncia da doenga infecciosa foi mais evidente nos pacientes monitorados pelo
esquema preemptivo (31%), enquanto que nos receptores em tratamento profilatico os
episodios sintomaticos foram de 11%. Entretanto, 38% do grupo dos pacientes em
monitoramento preemptivo que poderiam ser submetidos ao uso estendido de
Ganciclovir, se tratados profilaticamente, evitaram a doenca infecciosa sem a
necessidade de receber qualquer terapia antiviral. Este dados estdo de acordo com
estudo de Atabani et al (2102) em que 30% dos receptores de orgdos solidos
monitorados preemptivamente evitaram a doenga HCMV sem o uso de droga antiviral.

A intervengdo antiviral precoce definida pelos esquemas profilatico e preemptivo
pode prevenir a progressao da carga viral para niveis elevados e consequente doenga
infecciosa, porém os pacientes envolvidos nos casos de rejeicao celular aguda e obitos
continuaram a ter episodios de rdpida replicacdo e picos de carga viral. Dentre os
receptores monitorados preemptivamente que apresentaram episddio de rejei¢do celular
aguda e obito foram verificados a maior média e pico maximo de carga viral (figura 11).
A concentragdo sérica média de creatinina (primeiro més € um ano apos transplante)
apresentou niveis superiores nestes pacientes virémicos (tabela 5). O inicio da
replicagdo viral a partir do estado de laténcia ndo ¢ causado somente pela
imunossupressdo, mas também parece estar relacionado a ativagdo do sistema imune. O
virus pode ser reativado pelo fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa) que ¢ liberado
durante a inflamacdo (DOCKE, 1994). Deste modo, a reativacdo viral parece
acompanhar os processos de rejeicdes agudas que podem determinar um prejuizo da

funcao renal e aumento dos niveis da creatinina plasmatica.
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A viremia assintomadtica e a reativacao da laténcia sdo consideradas os principais
fatores contribuintes para os efeitos indiretos do HCMV (EMERY, 2007). O aumento na
incidéncia das infecgdes concorrentes oportunistas, devido as propriedades
imunomodulatérias, ¢ caracterizado como um destes efeitos (BOECKH, 2003). A
imunomodula¢do pode ser mediada por proteinas virais (CMV interleucina-10, por
exemplo) que determinam a imunossupressao local, prejudicando a a¢do antibacteriana
e antifingica do sistema imune (HELLANTERA et al, 2010). As proteinas CMV IL-10,
apesar de sua baixa homologia as IL-10 produzidas pelas células endogenas, podem
inibir a proliferacdo das células mononucleares do sangue periférico, determinar a
supressdo da producdo das citocinas e diminuir a atividade de processamento e
apresentacdo de antigenos dos mondcitos. Deste modo, a CMV IL-10 pode contribuir
para imunossupressdo CMV induzida e ser um importante fator da patogénese viral
(SPENCER, 2002). Os pacientes que desenvolveram choque séptico e consequente
obito apresentaram a maior média de carga viral e pico de 2.837.660 copias/mL e
portanto, uma possivel relagdo entre os efeitos indiretos da viremia HCMV e um

prognostico negativo deve ser levada em consideracao.
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7 CONCLUSAO

O valor preditivo da carga viral de 8.372 cdpias\mL no sangue total foi estabelecido
para o desenvolvimento da doenca infecciosa por HCMV no grupo de receptores renais
estudado.

As abordagens profilaticas e preemptivas foram efetivas na prevencdo da doenca
infecciosa por HCMV, entretanto a viremia assintomatica e os niveis elevados de carga
viral em condi¢des clinicas especificas, como nos episddios de rejeigdes agudas,
demonstram o aumento de replicagdo do HCMV nestes receptores, expondo-os aos
riscos indiretos da viremia.

Os dados obtidos fornecem parametros quantitativos para o desenvolvimento de
esquemas alternativos para o manejo do HCMV nos receptores renais, visando a
diminui¢do da transmissdo, replicagdo e consequentemente dos riscos indiretos

associados a viremia.
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APENDICE 1: PACIENTES/CARGA VIRAL

data/carga viral (copias/mL)
Paciente 1 13/07/2010 1155
20/07/10 704
03/08/10 5971
18/08/10 7390
Paciente 2 13/07/10 NEGATIVO
NEGATIVO27/07/2010
NEGATIVO03/08/2010
NEGATIVO23/09/2010
NEGATIVO28/10/2010
NEGATIVO17/11/2010
NEGATIVO01/12/2010
NEGATIVO03/02/2011
Paciente 3 NEGATIVO15/07/2010
NEGATIVO22/07/2010
NEGATIVO5/08/2010
NEGATIVO26/08/2010
730 15/10/2010
2.387 22/10/2010
384 11/11/2010
NEGATIVO19/01/2011
NEGATIVO25/03/2011
NEGATIVO23/05/2011

Paciente 4 NEGATIVO22/07/2010
NEGATIVO29/07/2010
4329 17/09/2010
NEGATIVO08/10/2010
NEGATIVO22/10/2010
NEGATIVO18/11/2010
NEGATIVO10/12/2010

Paciente 5 NEGATIVO25/08/2010
NEGATIVO31/08/2010
NEGATIVO17/09/2010
NEGATIVO24/09/2010
NEGATIVO01/10/2010
NEGATIVO08/10/2010
NEGATIVO05/11/2010
2259 25/11/2010
NEGATIVO23/12/2010
NEGATIVO03/02/2011

Paciente 6 NEGATIVO25/08/2010

778 10/09/2010

459594 15/10/2010
45.628 22/10/2010
3.999  29/10/2010
NEGATIVO05/11/2010
1368 11/11/2010
NEGATIVO18/11/2010
NEGATIVO25/11/2010
3479 10/12/2010
14242 16/12/2010
NEGATIVO29/12/2010
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APENDICE 1: CONTINUAGAO
Paciente 6 NEGATIVO04/01/2011
NEGATIVO11/01/2011
NEGATIVO24/01/2011
668 LBA 27/01/2011
NEGATIVO03/02/2011
NEGATIVO10/02/2011
NEGATIVO14/02/2011
NEGATIVO22/02/2011
NEGATIVO01/03/2011
NEGATIVO09/03/2011
241 19/04/2011
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NEGATIVO06/07/2011
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NEGATIVO29/10/2010
NEGATIVO05/11/2010
NEGATIVO11/11/2010
NEGATIVO18/11/2010
NEGATIVO02/12/2010
NEGATIVOQ07/01/2011
395 26/01/2011
NEGATIVO17/02/2011
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NEGATIVO27/02/2011
NEGATIVO02/03/2011
NEGATIVO08/03/2011
NEGATIVO14/03/2011
NEGATIVO21/03/2011
NEGATIVO28/03/2011
NEGATIVO05/04/2011
2114 13/04/2011
NEGATIVO13/07/2011
NEGATIVO22/07/2011
NEGATIVO05/09/2011
Paciente 8 5712 24/09/2010
1650100 08/10/2010
388344 15/10/2010
504.658 22/10/2010
32.174 29/10/2010
1070 11/11/2010
1563 18/11/2010
NEGATIVO25/11/2010
324 02/12/2010
10311 10/12/2010
171500 23/12/2010
2215 31/12/2011
APENDICE 1: CONTINUAGAO



Paciente 8

Paciente 9

Paciente 9

2044 03/01/2011
1996 13/01/2011
NEGATIVO17/01/2011
1.118 10/09/2010
2026  02/02/2011
1949 09/02/2011
4011 14/02/2011
3933 01/03/2011
NEGATIVO08/03/2011
NEGATIVO17/03/2011
5456 29/03/2011
NEGATIVO08/04/2011
NEGATIVO11/04/2011
NEGATIVO19/04/2011
NEGATIVO12/06/2011
1795 27/06/2011
316 13/07/2011
NEGATIVO29/07/2011
3.181 09/08/2011
2.803 22/08/2011
1949 09/02/2011
NEGATIVO05/09/2011
NEGATIVO12/09/2011
NEGATIVO19/09/2011
NEGATIVO16/02/2012
NEGATIVO28/03/2012
NEGATIVO17/09/2010
NEGATIVO24/09/2010
477 08/10/2010
6.359 22/10/2010
506 05/11/2010
4797 11/11/2010
2120 18/11/2010
NEGATIVO25/11/2010
NEGATIVO10/12/2010
NEGATIVO23/12/2010
581 30/12/2010
2023 05/01/2011
20214 11/01/2011
1204 17/01/2011
NEGATIVO24/01/2011
NEGATIVO01/02/2011
NEGATIVO08/02/2011
NEGATIVO14/02/2011
NEGATIVO21/02/2011
NEGATIVO21/03/2011
1591 25/04/2011
5760 02/05/2011
2409 07/05/2011
NEGATIVO09/05/2011
202 15/05/2011
NEGATIVO24/05/2011

APENDICE 1: CONTINUAGAO

2606 30/05/2011

94



Paciente 10

Paciente 11

Paciente 12

Paciente 12

NEGATIVOQ07/06/2011
NEGATIVO14/06/2011
2139 21/06/2011

834 05/07/2011
NEGATIVO11/07/2011
NEGATIVO19/07/2011
1.387 25/07/2011
NEGATIVO02/08/2011
NEGATIVO09/08/2011
NEGATIVO15/08/2011
NEGATIVO22/08/2011
NEGATIVO25/08/2011
NEGATIVO06/09/2011
NEGATIVO03/10/2011
NEGATIVO08/11/2011
NEGATIVO10/09/2010
NEGATIVO24/09/2010
712 08/10/2010

9368 29/10/2010
7107 05/11/2010
2252 08/11/2010
8758 11/11/2010
1843 18/11/2010
1358 25/11/2010
NEGATIVO02/12/2010
NEGATIVO10/12/2010
NEGATIVO23/12/2010
NEGATIVO30/12/2010
NEGATIVO13/01/2011
732 24/01/2011
NEGATIVO09/02/2011
723 21/02/2011

468 28/02/2011

275 14/03/2011
NEGATIVO23/03/2011
NEGATIVO08/04/2011
NEGATIVO13/05/2011
NEGATIVO08/07/2011
NEGATIV0O29/02/2012
NEGATIVO01/10/2010
NEGATIVO19/10/2010
NEGATIVO22/10/2010
NEGATIVO29/10/2010
2674 26/11/2010
NEGATIVO29/11/2010
NEGATIVO10/12/2010
NEGATIVO16/12/2010
NEGATIVO23/12/2010
NEGATIVO26/10/2010
NEGATIVO28/10/2010
NEGATIVO25/11/2010

APENDICE 1: CONTINUAGAO

320 10/12/2010
NEGATIVO17/12/2010

95



Paciente 13

Paciente 14

Paciente 14

3263 23/12/2010
3721 29/12/2010
7049 05/01/2011
NEGATIVO11/01/2011
NEGATIVO31/01/2011
NEGATIVO08/02/2011
1252 14/02/2011
NEGATIVO17/02/2011
238 22/02/2011
NEGATIVO28/02/2011
NEGATIVO15/03/2011
NEGATIVO25/01/2011
NEGATIVO28/03/2011
NEGATIVO09/05/2011
NEGATIVO13/06/2011
NEGATIVO04/07/2011
NEGATIVO30/08/2011
NEGATIVO18/11/2010
NEGATIVO02/12/2010
NEGATIVO02/12/2010
NEGATIVO16/12/2010
NEGATIVO30/12/2010
NEGATIVO18/01/2011
461 15/02/2011

1583 23/02/2011
4370 28/02/2011

207 09/03/2011
NEGATIVO14/03/2011
1778 21/03/2011
NEGATIVO29/03/2011
423 26/04/2011
NEGATIVO09/05/2011
NEGATIVO27/06/2011
2.871 17/08/2011
NEGATIVO22/08/2011
NEGATIVO16/11/2011
NEGATIVO21/11/2011
NEGATIVO29/10/2010
NEGATIVO18/11/2010
NEGATIVO25/11/2010
NEGATIVO02/12/2010
NEGATIVO16/12/2010
NEGATIVO30/12/2010
NEGATIVO03/01/2011
2755 10/01/2011
1372 19/01/2011
16255 25/01/2011
NEGATIVO02/02/2011
NEGATIVO02/02/2011
NEGATIVO08/02/2011

APENDICE 1: CONTINUAGAO

NEGATIVO15/02/2011
NEGATIVO22/02/2011
NEGATIVO09/03/2011

96



Paciente 15

Paciente 16

Paciente 16

NEGATIVO22/03/2011
NEGATIVO24/04/2011
NEGATIVO15/05/2011
NEGATIVO24/05/2011
922 06/06/2011

2669 12/06/2011
NEGATIVO20/06/2011
NEGATIVO27/06/2011
NEGATIVO08/07/2011
NEGATIVO10/07/2011
NEGATIVO18/07/2011
322 01/08/2011
NEGATIVO03/10/2011
747 07/02/2012
1.194 16/02/2012
405 24/02/2012

332 01/03/2012
NEGATIVO06/03/2012
NEGATIVO18/11/2010
1013 10/12/2010
NEGATIVO16/12/2010
2629 30/12/2010
NEGATIVO06/01/2011
884 26/01/2011

835 07/02/2011

6614 01/02/2011
NEGATIVO09/02/2011
NEGATIVO18/02/2011
NEGATIVO22/02/2011
NEGATIVO01/03/2011
NEGATIVO17/03/2011
NEGATIVO28/03/2011
687 28/04/2011
NEGATIVO30/05/2011
1131 15/06/2011
NEGATIVO27/06/2011
NEGATIVO23/08/2011
NEGATIVO27/09/2011
NEGATIVO03/10/2011
NEGATIVO10/02/2012
NEGATIVO15/03/2012
160.750 10/12/2010
37682 16/12/2010
NEGATIVO29/12/2010
NEGATIVO04/01/2011
NEGATIVO10/01/2011
NEGATIVO17/01/2011
7699 25/01/2011
1773 01/02/2011

APENDICE 1: CONTINUAGAO

NEGATIVO08/02/2011
NEGATIVO15/02/2011
NEGATIVO22/02/2011
NEGATIVO01/03/2011

97



Paciente 17

Paciente 17

NEGATIVOQ07/03/2011
3414 02/05/2011

3561 16/05/2011
2837 30/05/2011
1790 06/06/2011
5399 14/06/2011
1088 17/06/2011
NEGATIVO20/06/2011
NEGATIVO27/06/2011
NEGATIVO04/07/2011
640 11/07/2011

1.565 18/07/2011
7.939 25/07/2011
9.852 30/07/2011

458 01/08/2011
NEGATIVO09/08/2011
NEGATIVO15/08/2011
NEGATIVO22/08/2011
NEGATIVO29/08/2011
NEGATIVO30/08/2011
NEGATIVO05/09/2011
1.246 19/09/2011

209 03/10/2011

333 10/10/2011

1.568 24/10/2011
NEGATIVO07/11/2011
870 21/11/2011
NEGATIVO28/11/2011
NEGATIVO05/01/2012
NEGATIVO17/02/2012
NEGATIVO06/03/2012
NEGATIVO02/12/2010
NEGATIVO10/12/2010
1199 16/12/2010
165532 30/12/2010
401502 11/01/2011
499712 16/01/2011
9114 25/01/2011
3867 01/02/2011
NEGATIVO08/02/2011
NEGATIVO15/02/2011
793 21/02/2011

293 28/02/2011
NEGATIVO15/03/2011
758 29/03/2011
11993 05/04/2011
8215 08/04/2011
NEGATIVO11/04/2011

APENDICE 1: CONTINUAGAO

NEGATIVO18/04/2011
206 25/04/2011
NEGATIVO04/05/2011
222 10/05/2011

1870 16/05/2011

98



Paciente 18

Paciente 18

Paciente 19

4804 24/05/2011
5841 28/05/2011
NEGATIVO31/05/2011
1532 06/06/2011
NEGATIVO15/06/2011
NEGATIVO20/06/2011
NEGATIVO05/07/2011
2291 28/06/2011
NEGATIVO12/07/2011
708 19/07/2011
NEGATIVO02/08/2011
1.104 15/08/2011
NEGATIVO23/08/2011
NEGATIVO06/09/2011
NEGATIVO20/09/2011
NEGATIVO10/10/2011
NEGATIVO31/10/2011
NEGATIVO21/11/2011
NEGATIVO20/12/2011
NEGATIVO03/04/2012
NEGATIVO10/12/2010
1105 16/12/2010

821 30/12/2010

715 11/01/2011

1811 09/02/2011
2688 14/02/2011
11054 21/02/2011
NEGATIVO08/03/2011
NEGATIVO15/03/2011
NEGATIVO28/03/2011
NEGATIVO28/04/2011
NEGATIVO30/06/2011
NEGATIVO04/08/2011
NEGATIVO01/09/2011
5.213 07/10/2011
764 13/10/2011
NEGATIVO18/10/2011
NEGATIVO04/11/2011
1.085 18/11/2011
10.819 29/11/2011
NEGATIVO06/12/2011
NEGATIVO12/12/2011
NEGATIVO19/12/2011
NEGATIVO26/12/2011
NEGATIVO09/01/2012
NEGATIVO23/01/2012
591 06/02/2012

APENDICE 1: CONTINUAGAO

NEGATIVO06/03/2012
NEGATIVO23/03/2012
NEGATIVO09/04/2012
NEGATIVO25/11/2010
NEGATIVO02/12/2010
NEGATIVO10/12/2010

99



Paciente 20

Paciente 21

Paciente 22

Paciente 22

880 16/12/2010

4228 30/12/2010
NEGATIVO04/01/2011
254 05/01/2011
NEGATIVO10/01/2011
NEGATIVO18/01/2011
1462 31/01/2011
1266 14/02/2011

411 21/02/2011

462 09/03/2011
NEGATIVO22/03/2011
NEGATIVO02/05/2011
NEGATIVO17/06/2011
NEGATIVO16/12/2010
NEGATIVO23/12/2010
NEGATIVO17/01/2011
NEGATIVO24/01/2011
540 08/02/2011
NEGATIVO15/02/2011
6738 01/03/2011

441 08/03/2011
NEGATIVO15/03/2011
NEGATIVO22/03/2011
NEGATIVO29/12/2010
NEGATIVO04/04/2011
NEGATIVO16/12/2010
NEGATIVO23/12/2010
NEGATIVO30/12/2010
NEGATIVO05/01/2011
NEGATIVO12/01/2011
1296 28/01/2011
6706 07/02/2011
3343 16/02/2011

758 21/02/2011

1218 03/03/2011
NEGATIVO09/03/2011
NEGATIVO14/03/2011
NEGATIVO22/03/2011
NEGATIVO09/05/2011
NEGATIVO27/06/2011
NEGATIVO21/07/2011
482 26/08/2011
NEGATIVO29/12/2011
NEGATIVO23/12/2010
NEGATIVO30/12/2010
NEGATIVO03/01/2011

100

APENDICE 1: CONTINUAGAO

NEGATIVO11/01/2011
226 18/01/2011

365 24/01/2011

NEGATIVO31/01/2011
NEGATIVOQ07/02/2011
NEGATIVO21/02/2011
NEGATIVO22/03/2011



Paciente 23

Paciente 24

Paciente 24

1717 10/05/2011

806 02/06/2011

1884 13/06/2011
NEGATIVO20/06/2011
NEGATIVO27/06/2011
NEGATIVO11/07/2011
NEGATIVO25/07/2011
NEGATIVO07/02/2012
NEGATIVO30/12/2010
NEGATIVO03/01/2011
NEGATIVO11/01/2011
716 17/01/2011

4069 24/01/2011
76992 28/01/2011
9538 01/02/2011
52032 08/02/2011
20755 14/02/2011
1917 01/03/2011

484 08/03/2011
NEGATIVO15/03/2011
409 22/03/2011
NEGATIVO11/01/2011
NEGATIVO02/02/2011
NEGATIVOQ7/02/2011
NEGATIVO14/02/2011
11993 28/02/2011
30267 10/03/2011
3502 15/03/2011
12475 22/03/2011
NEGATIVO29/03/2011
NEGATIVO05/04/2011
379 13/04/2011

2270 18/04/2011
1900 25/04/2011
20234 02/05/2011
50010 07/05/2011
3863 09/05/2011

850 15/05/2011
NEGATIVO25/05/2011
NEGATIVO31/05/2011
849 07/06/2011

1163 13/06/2011
3862 16/06/2011
NEGATIVO20/06/2011
3062 27/06/2011

101

APENDICE 1: CONTINUAGAO

1277 05/07/2011
NEGATIVO11/07/2011
225 18/07/2011
NEGATIVO25/07/2011
NEGATIVO01/08/2011
1.055 08/08/2011
NEGATIVO15/08/2011
NEGATIVO22/08/2011



Paciente 25

Paciente 26

Paciente 26

NEGATIVO12/09/2011
371 26/09/2011
NEGATIVO31/01/2011
NEGATIVO08/02/2011
NEGATIVO21/02/2011
NEGATIVO16/03/2011
29872 30/03/2011
4759 05/04/2011
5883 11/04/2011
NEGATIVO18/04/2011
NEGATIVO24/04/2011
NEGATIVO27/04/2011
NEGATIVO09/05/2011
827 19/05/2011

2372 22/05/2011
1147 26/05/2011

625 01/06/2011
NEGATIVO06/06/2011
NEGATIVO12/06/2011
NEGATIVO20/06/2011
NEGATIVO27/06/2011
306 04/07/2011

548 11/07/2011
NEGATIVO01/08/2011
10.228 10/09/2011
2.815 13/09/2011
10.874 19/09/2011
NEGATIVO26/09/2011
NEGATIVO03/10/2011
NEGATIVO10/10/2011
NEGATIVO17/10/2011
NEGATIVO24/10/2011
NEGATIVO31/10/2011
NEGATIVO07/11/2011
NEGATIVO16/11/2011
NEGATIVO28/11/2011
355 09/01/2012
NEGATIVO06/02/2012
NEGATIVO14/02/2012
1.638 05/03/2012
309 02/04/2012
NEGATIVO31/01/2011
NEGATIVO08/02/2011
NEGATIVO14/02/2011

102

APENDICE 1: CONTINUAGAO

NEGATIVO23/02/2011
NEGATIVO09/03/2011
NEGATIVO23/03/2011
NEGATIVO04/05/2011
3045 17/05/2011
2240 20/05/2011
1523 23/05/2011
4610 01/06/2011
6694 03/06/2011



Paciente 27

Paciente 28

Paciente 28

Paciente 29

NEGATIVO08/06/2011
NEGATIVO12/06/2011
NEGATIVO22/06/2011
2020 28/06/2011
NEGATIVO13/07/2011
NEGATIVO29/07/2011
NEGATIVO03/08/2011
NEGATIVO24/08/2011
NEGATIVO01/09/2011
NEGATIVO22/12/2011
NEGATIVO10/03/2011
NEGATIVO21/03/2011
NEGATIVO28/03/2011
NEGATIVO08/04/2011
NEGATIVO06/05/2011
1438 10/06/2011
2230 20/06/2011

953 27/06/2011

488 04/07/2011

227 29/08/2011
NEGATIVO29/09/2011
NEGATIVO14/10/2011
NEGATIVO14/03/2012
NEGATIVO08/02/2011
NEGATIVO15/02/2011
NEGATIVO22/02/2011
NEGATIVO28/02/2011
NEGATIVO14/03/2011
NEGATIVO04/04/2011
7209 02/05/2011
5300 09/05/2011
NEGATIVO22/05/2011
NEGATIVO24/05/2011
NEGATIVO31/05/2011
NEGATIVOQ7/06/2011
NEGATIVO14/06/2011
NEGATIVO21/06/2011
NEGATIVO28/06/2011
NEGATIVO25/07/2011
NEGATIVO22/08/2011
NEGATIVO26/09/2011
1.964 21/11/2011
NEGATIVO28/11/2011

103

APENDICE 1: CONTINUAGAO

NEGATIVO05/12/2011
NEGATIVO12/12/2011
NEGATIVO19/12/2011
NEGATIVO23/01/2012
NEGATIVO26/03/2012
NEGATIVO22/02/2011
NEGATIVO08/03/2011
NEGATIVO14/03/2011
NEGATIVO30/03/2011
NEGATIVO06/04/2011



Paciente 30

Paciente 31

Paciente 32

Paciente 33

Paciente 33

NEGATIVO02/05/2011
NEGATIVO20/05/2011
NEGATIVO27/06/2011
1.964 21/11/2011
NEGATIVO19/02/2011
NEGATIVO02/03/2011
NEGATIVO21/03/2011
NEGATIVO28/03/2011
NEGATIVO08/03/2011
NEGATIVO15/03/2011
NEGATIVO22/03/2011
NEGATIVO05/09/2011
NEGATIVO10/10/2011
NEGATIVO07/04/2011
NEGATIVO11/04/2011
NEGATIVO18/04/2011
NEGATIVO25/04/2011
NEGATIVO02/05/2011
NEGATIVO09/05/2011
NEGATIVO23/05/2011
NEGATIVO02/06/2011
NEGATIVO13/06/2011
NEGATIVO11/07/2011
369 15/08/2011
NEGATIVO26/09/2011
NEGATIVO10/10/2011
NEGATIVO18/04/2011
NEGATIVO24/04/2011
NEGATIVO16/05/2011
NEGATIVO23/05/2011
NEGATIVO31/05/2011
93599 01/07/2011
1367826 08/07/2011
10411 12/07/2011
1508 18/07/2011
1.036 25/07/2011
NEGATIVO01/08/2011
NEGATIVO09/08/2011
4.900 15/08/2011
1.865 22/08/2011
9.542 30/08/2011
NEGATIVO06/09/2011

104

APENDICE 1: CONTINUAGAO

NEGATIVO12/09/2011
572 19/09/2011
NEGATIVO26/09/2011
5052 03/10/2011
29.854 10/10/2011
235 17/10/2011

1.770 24/10/2011
NEGATIVO31/10/2011
NEGATIVO07/11/2011
3.578 21/11/2011
13.571 28/11/2011



Paciente 34

Paciente 34

Paciente 35

NEGATIVO05/12/2011
NEGATIVO12/12/2011
NEGATIVO19/12/2011
378 26/12/2011

4410 02/01/2012
32909/01/2012
61016/01/2012

767 23/01/2012
NEGATIVO30/01/2012
598 06/02/2012
NEGATIVO13/02/2012
NEGATIVO27/02/2012
NEGATIVO05/03/2012
541 04/04/2012
NEGATIVO18/04/2011
NEGATIVO24/04/2011
NEGATIVO03/05/2011
NEGATIVO09/05/2011
NEGATIVO16/05/2011
1006 30/05/2011
13891 06/06/2011
2789 12/06/2011
4990 20/06/2011
NEGATIVO27/06/2011
NEGATIVO05/07/2011
NEGATIVO11/07/2011
55018/07/2011

2.475 25/07/2011
23.215 29/07/2011
724 01/08/2011
1.847 09/08/2011
NEGATIVO15/08/2011
NEGATIVO22/08/2011
357 29/08/2011
81125 04/10/2011
1.845 10/10/2011
NEGATIVO17/10/2011
NEGATIVO28/10/2011
NEGATIVO31/10/2011
NEGATIVO07/11/2011
NEGATIVO14/11/2011

105

APENDICE 1: CONTINUAGAO

NEGATIVO13/12/2011
NEGATIVO16/01/2012
NEGATIVO13/02/2012
NEGATIVO12/03/2012
NEGATIVO24/04/2011
NEGATIVO04/05/2011
803 23/05/2011

7926 06/06/2011
14597 15/06/2011
1026 20/06/2011
NEGATIVO27/06/2011
NEGATIVO05/07/2011



Paciente 36

Paciente 37

Paciente 38

Paciente 38

Paciente 39

NEGATIVO12/07/2011
NEGATIVO25/07/2011
8.645 08/08/2011
542 16/08/2011
NEGATIVO22/08/2011
NEGATIVO29/08/2011
2.844 06/09/2011
NEGATIVO13/09/2011
382 04/10/2011
NEGATIVO18/10/2011
NEGATIVO28/11/2011
458 12/12/2011
NEGATIVO23/01/2012
NEGATIVO24/04/2011
NEGATIVO02/05/2011
2385 16/05/2011
4536 22/05/2011

575 31/05/2011
NEGATIVO08/06/2011
NEGATIVO13/06/2011
NEGATIVO22/06/2011
NEGATIVO27/06/2011
NEGATIVO04/07/2011
1.076 29/07/2011
3.424 01/08/2011
NEGATIVO09/08/2011
NEGATIVO15/05/2011
NEGATIVO31/05/2011
NEGATIVO14/06/2011
4376 13/07/2011
46.011  25/07/2011
84.707 01/08/2011
835 09/08/2011
NEGATIVO15/08/2011
NEGATIVO16/05/2011
NEGATIVO22/05/2011
NEGATIVO31/05/2011
2837660 07/07/2011
1420702 12/07/2011
3.030 20/07/2011

106

APENDICE 1: CONTINUAGAO

NEGATIVO25/07/2011
448 01/08/2011
NEGATIVO08/08/2011
NEGATIVO15/08/2011
NEGATIVO20/08/2011
NEGATIVO22/05/2011
NEGATIVO31/05/2011
NEGATIVO06/06/2011
10508 14/06/2011
14338 15/06/2011
627 20/06/2011

2344 27/06/2011
NEGATIVO05/07/2011



Paciente 40

Paciente 41

Paciente 41

NEGATIVO12/07/2011
NEGATIVO18/07/2011
NEGATIVO25/07/2011
NEGATIVO28/07/2011
484 01/08/2011
1.308 15/08/2011
14.148 29/08/2011
NEGATIVO06/09/2011
NEGATIVO14/09/2011
NEGATIVO19/09/2011
NEGATIVO26/09/2011
NEGATIVO10/10/2011
NEGATIVO07/11/2011
7.455 05/12/2011
458 19/12/2011

406 26/12/2011
NEGATIVO02/01/2012
NEGATIVO13/01/2012
NEGATIVO22/05/2011
775 06/06/2011

1437 13/06/2011
24381 22/06/2011
5546 27/06/2011
39259 05/07/2011
788 12/07/2011
NEGATIVO18/07/2011
NEGATIVO25/07/2011
NEGATIVO03/08/2011
NEGATIVO08/08/2011
NEGATIVO15/08/2011
1.418 05/09/2011
678 13/09/2011

1.128 19/09/2011
589 22/09/2011
NEGATIVO27/09/2011
NEGATIVO31/10/2011
NEGATIVO28/11/2011
NEGATIVO25/05/2011
NEGATIVO31/05/2011

107

APENDICE 1: CONTINUAGAO

NEGATIVO13/06/2011
NEGATIVO27/06/2011
NEGATIVO11/07/2011
552 20/07/2011

2951 01/08/2011

608 15/08/2011

415 22/08/2011
1.403 29/08/2011
NEGATIVO05/09/2011
377 12/09/2011
NEGATIVO19/09/2011
NEGATIVO26/09/2011
620 03/10/2011
3.734 10/10/2011



Paciente 42

Paciente 43

Paciente 43

NEGATIVO27/10/2011
NEGATIVO31/10/2011
NEGATIVO28/11/2011
NEGATIVO26/03/2012
NEGATIVO13/06/2011
NEGATIVO21/06/2011
NEGATIVO28/06/2011
1.726 01/08/2011
3.583 08/08/2011
558 15/08/2011
245126 22/08/2011
NEGATIVO29/08/2011
NEGATIVO06/09/2011
NEGATIVO12/09/2011
NEGATIVO20/09/2011
NEGATIVO21/09/2011
NEGATIVO26/09/2011
NEGATIVO04/10/2011
NEGATIVO25/10/2011
NEGATIVO13/12/2011
968 06/03/2012

528 12/03/2012
NEGATIVO20/03/2012
NEGATIVO13/06/2011
NEGATIVO29/06/2011
NEGATIVO13/07/2011
1.698 26/07/2011
1.115 01/08/2011
15.217 12/08/2011
47.822 22/08/2011
755 29/08/2011
NEGATIVO06/09/2011
NEGATIVO12/09/2011
861 26/09/2011

4131 03/10/2011
17.274 10/10/2011
8.437 17/10/2011
19.300 24/10/2011

108

APENDICE 1: CONTINUAGAO

727 31/10/2011
NEGATIVO07/11/2011
NEGATIVO14/11/2011
507 24/11/2011

1480 30/11/2011

421 05/12/2011
2.790 12/12/2011
1.210 19/12/2011
2.270 27/12/2011
1536 09/01/2012
2.787 17/01/2012
2.425 23/01/2012
12.166 31/01/2012
11.806 03/02/2012
3.459 07/02/2012



Paciente 44

Paciente 45

Paciente 45

1.397 14/02/2012
NEGATIVO15/02/2012
NEGATIVO20/02/2012
NEGATIVO28/02/2012
574 06/03/2012
NEGATIVO12/03/2012
NEGATIVO21/03/2012
NEGATIVO10/04/2012
NEGATIVO27/06/2011
NEGATIVO04/07/2011
NEGATIVO11/07/2011
NEGATIVO18/07/2011
NEGATIVO26/07/2011
NEGATIVO03/08/2011
NEGATIVO08/08/2011
NEGATIVO29/08/2011
3.678 13/09/2011
2.388 21/09/2011
8.372 17/10/2011
NEGATIVO31/10/2011
NEGATIVO07/11/2011
NEGATIVO14/11/2011
NEGATIVO22/11/2011
NEGATIVO29/11/2011
NEGATIVO06/12/2011
NEGATIVO13/12/2011
NEGATIVO04/04/2012
866 08/04/2012
NEGATIVO09/04/2012
367 16/04/2012
NEGATIVO04/07/2011
NEGATIVO11/07/2011
NEGATIVO18/07/2011
814 25/07/2011

1.458 01/08/2011
10.963 08/08/2011
553 15/08/2011
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APENDICE 1: CONTINUAGAO

313 17/08/2011
1.899 22/08/2011
NEGATIVO
29/08/2011
NEGATIVO06/09/2011
297 13/09/2011
NEGATIVO19/09/2011
NEGATIVO26/09/2011
NEGATIVO11/10/2011
2.486 24/10/2011
1.169 31/10/2011
1.058 07/11/2011
3.917 21/11/2011

391 28/11/2011
NEGATIVO05/12/2011
NEGATIVO12/12/2011
NEGATIVO19/12/2011



Paciente 46

Paciente 47

Paciente 48

Paciente 48

NEGATIVO26/12/2011
NEGATIVO27/01/2012
610 20/02/2012
NEGATIVO27/02/2012
NEGATIVO06/03/2012
414 12/03/2012
NEGATIVO24/07/2011
NEGATIVO01/08/2011
NEGATIVO08/08/2011
NEGATIVO15/08/2011
NEGATIVO22/08/2011
NEGATIVO05/09/2011
NEGATIVO26/09/2011
NEGATIVO24/10/2011
NEGATIVO28/11/2011
NEGATIVO09/01/2012
NEGATIVO18/07/2011
NEGATIVO25/07/2011
NEGATIVO01/08/2011
NEGATIVO15/08/2011
770 22/08/2011

472 05/09/2011

1.692 19/09/2011
10.434 27/09/2011
NEGATIVO03/10/2011
NEGATIVO09/10/2011
NEGATIVO24/10/2011
446 10/11/2011
NEGATIVO14/12/2011
NEGATIVO05/01/2012
NEGATIVO03/02/2012
NEGATIVO08/03/2012
NEGATIVO05/04/2012
NEGATIVO18/07/2011
NEGATIVO26/07/2011
NEGATIVO01/08/2011
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APENDICE 1: CONTINUAGAO

NEGATIVO08/08/2011
NEGATIVO15/08/2011
2.608 29/08/2011
27.933 06/09/2011
596 14/09/2011

745 12/09/2011
NEGATIVO19/09/2011
NEGATIVO26/09/2011
NEGATIVO03/10/2011
NEGATIVO11/10/2011
1.120 17/10/2011
3.531 25/10/2011
1.413 31/10/2011
NEGATIVO08/11/2011
766 13/12/2011
NEGATIVO03/01/2012
NEGATIVO09/01/2012



Paciente 49

Paciente 50

Paciente 51

Paciente 52

Paciente 53

NEGATIVO06/02/2012
NEGATIVO29/03/2012
NEGATIVO01/08/2011
1.536 29/08/2011

687 08/09/2011
13.674 19/09/2011
NEGATIVO26/09/2011
NEGATIVO09/10/2011
NEGATIVO17/10/2011
NEGATIVO24/10/2011
913 14/11/2011
NEGATIVO22/11/2011
NEGATIVO29/11/2011
NEGATIVO13/12/2011
NEGATIVO10/01/2012
NEGATIVO20/03/2012
NEGATIVO01/08/2011
NEGATIVO09/08/2011
NEGATIVO22/08/2011
NEGATIVO29/08/2011
NEGATIVO05/09/2011
NEGATIVO19/09/2011
NEGATIVO26/09/2011
NEGATIVO09/01/2012
2.062 13/02/2012

411 10/04/2012
NEGATIVO09/08/2011
NEGATIVO15/08/2011
NEGATIVO22/08/2011
NEGATIVO06/09/2011
NEGATIVO16/09/2011
1069 03/10/2011
10.804 10/10/2011
NEGATIVO17/10/2011
NEGATIVO28/10/2011
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APENDICE 1: CONTINUAGAO

708 31/10/2011
NEGATIVO07/11/2011
3.233 12/11/2011
5.517 22/11/2011
NEGATIVO28/11/2011
NEGATIVO05/12/2011
280 19/12/2011

4237 04/01/2012
4676 10/01/2012
2.480 17/01/2012
4.752 23/01/2012
1.343 02/02/2012
948 08/02/2012
1.076 14/02/2012
NEGATIVO27/02/2012
NEGATIVO09/03/2012
NEGATIVO12/04/2012
NEGATIVO09/08/2011



Paciente 54

Paciente 55

Paciente 55

Paciente 56

NEGATIVO22/08/2011
NEGATIVO29/08/2011
NEGATIVO05/09/2011
771 19/09/2011
NEGATIVO27/09/2011
1.059 07/11/2011
NEGATIVO23/11/2011
NEGATIVO05/12/2011
676 24/01/2012

763 08/02/2012
NEGATIVO20/02/2012
6.952 28/02/2012
NEGATIVO06/03/2012
NEGATIVO13/03/2012
NEGATIVO22/08/2011
NEGATIVO29/08/2011
NEGATIVO06/09/2011
NEGATIVO21/09/2011
NEGATIVO28/09/2011
1.527 18/10/2011
NEGATIVO24/10/2011
NEGATIVO31/10/2011
NEGATIVO07/11/2011
374 16/11/2011

528 28/11/2011
NEGATIVO12/12/2011
NEGATIVO16/01/2012
NEGATIVO17/02/2012
NEGATIVO14/03/2012
NEGATIVO05/09/2011
NEGATIVO13/09/2011
NEGATIVO19/09/2011
NEGATIVO27/09/2011
NEGATIVO11/10/2011

112

APENDICE 1: CONTINUAGAO

NEGATIVO24/10/2011
NEGATIVO07/11/2011
NEGATIVO28/11/2011
NEGATIVO27/12/2011
NEGATIVO23/01/2012
NEGATIVO20/02/2012
NEGATIVO20/03/2012
NEGATIVO12/09/2011
NEGATIVO19/09/2011
NEGATIVO26/09/2011
10.057 09/10/2011
639 17/10/2011

534 24/10/2011
NEGATIVO30/10/2011
NEGATIVO06/11/2011
NEGATIVO16/11/2011
NEGATIVO23/11/2011
NEGATIVO02/12/2011
339 16/12/2011



Paciente 57

Paciente 58

Paciente 59

Paciente 60

2.819 27/12/2011

392 02/01/2012
NEGATIVO10/01/2012
NEGATIVO25/01/2012
NEGATIVO28/02/2012
NEGATIVO05/03/2012
NEGATIVO12/03/2012
NEGATIVO16/04/2012
NEGATIVO14/11/2011
NEGATIVO21/11/2011
NEGATIVO06/12/2011
NEGATIVO22/12/2011
647 17/02/2012
NEGATIVO16/03/2012
NEGATIVO23/03/2012
NEGATIVO25/04/2012
NEGATIVO05/12/2011
661 12/12/2011

3.216 19/12/2011
8.424 27/12/2011
NEGATIVO02/01/2012
28423 10/01/2012
NEGATIVO16/01/2012
NEGATIVO23/01/2012
NEGATIVO30/01/2012
NEGATIVO06/02/2012
NEGATIVO13/02/2012
9.559 19/02/2012
107.622 05/03/2012
NEGATIVO17/03/2012
NEGATIVO26/03/2012
NEGATIVO02/04/2012
NEGATIVO23/04/2012
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APENDICE 1: CONTINUAGAO

377 29/12/2011

8218 03/01/2012
20.519 12/01/2012
28.426 16/01/2012
1.379 23/01/2012
11.656 30/01/2012
3.161 06/02/2012
NEGATIVO14/02/2012
NEGATIVO20/02/2012
NEGATIVO25/02/2012
668 27/02/2012

272 05/03/2012
NEGATIVO09/12/2011
NEGATIVO19/12/2011
NEGATIVO26/12/2011
630 02/01/2012
NEGATIVO06/01/2012
676 12/01/2012
7.039 25/01/2012

421 06/02/2012



Paciente 61

Paciente 62

Paciente 63

Paciente 64

Paciente 65

Paciente 66

NEGATIVO10/02/2012
NEGATIVO14/02/2012
NEGATIVO22/02/2012
NEGATIVO29/02/2012
NEGATIVO05/03/2012
NEGATIVO12/03/2012
NEGATIVO26/03/2012
NEGATIVO13/04/2012
NEGATIVO19/12/2011
NEGATIVO26/12/2011
NEGATIVO02/01/2012
NEGATIVO13/01/2012
NEGATIVO30/01/2012
7.318 16/03/2012
791 24/03/2012

561 26/03/2012
NEGATIVO02/04/2012
NEGATIVO16/04/2012
NEGATIVO23/04/2012
NEGATIVO21/12/2011
NEGATIVO26/12/2011
NEGATIVO02/01/2012
NEGATIVO12/01/2012
450 23/01/2012
1.413 06/02/2012
1.364 13/03/2012
385 26/03/2012

536 29/03/2012

398 10/04/2012
NEGATIVO11/04/2012
498 13/04/2012
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APENDICE 1: CONTINUAGAO

31.520 18/11/2011
1.166 02/12/2011
NEGATIVO25/11/2010
NEGATIVO05/03/2012
NEGATIVO07/11/2011
NEGATIVO23/11/2011
NEGATIVO02/01/2012
NEGATIVO09/01/2012
NEGATIVO16/01/2012
NEGATIVO23/01/2012
951 30/01/2012
29.625 14/02/2012
755 20/02/2012
NEGATIVO27/02/2012
516 05/03/2012
NEGATIVO26/03/2012
NEGATIVO02/04/2012
NEGATIVO09/04/2012
NEGATIVO16/04/2012
1.768 23/04/2012
NEGATIVO16/05/2011
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Anexo 1- Caracteristicas da curva ROC

ROC curve

Variable TEST1
Classification variable | DIAGNOSIS

Sample size
Positive group : DIAGNOSIS =1
Negative group :  DIAGNOSIS =0

Disease prevalence (%)
Area under the ROC curve (AUC)

Area under the ROC curve (AUC)
Standard Error®

95% Confidence interval®

z statistic

Significance level P (Area=0.5)

“ Delong et al., 1988
® Binomial exact

Youden index

Youden index J
Associated criterion

Criterion values and coordinates of the ROC curve [Hide

Criterion Sensitivity 95% CI | Specificity
2207 100,00 @ 95,3 -100,0 0,00
>4536 100,00 | 95,3 -100,0 83,82
>5174 98,70 | 93,0 - 100,0 83,82
>6614 98,70 | 93,0 - 100,0 88,24
>6694 97,40 @ 90,9-99,7 88,24
>7049 97,40 | 90,9-99,7 95,59
>7107 96,10 | 89,0-99,2 95,59
>7318 96,10 . 89,0-99,2 98,53
>7390 94,81 87,2-98,6 98,53
>8372 94,81 87,2-98,6 100,00
>2837660 0,00 0,0-4,7 100,00

2=

95% Cl
0,0-5,3
72,9-91,6
72,9-91,6
78,1-94,8
78,1-94,8
87,6 - 99,1
87,6 - 99,1
92,1-100,0
92,1-100,0
94,7 - 100,0
94,7 - 100,0

145
77
68

unknown

0,996

0,00296

0,967 to 1,000
167,311
<0,0001

0,9481
>8372

+LR -LR

1,00
6,18
6,10
8,39
8,28
22,08
21,78
65,35
64,47

0,00
0,015
0,015
0,029
0,027
0,041
0,040
0,053
0,052

1,00



