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RESUMO

Os herpesvirus humanos HHV-6 e HHV-7, ap6s infec¢do primaria, permanecem latentes no organismo, podendo reativar-se por
periodo de imunossupressao. Objetivo: Realizar vigilancialaboratorial dainfec¢do por HHV-6, HHV-7 e infecgdo com citomegalovirus
Humano (HCMV) no pés-transplante hepdtico, através das técnicas de antigenemia, N-PCR e sorologia. Métodos: Amostras de 32
pacientes, com idade mediana de 47 (18-66) anos, sendo 20 (62,5%) do sexo masculino e 12 (37,5%) do sexo feminino. A monitoriza¢do
laboratorial iniciou-se no pré-operatério e, ap6s o transplante, de modo semanal, do 1° ao 2° més, quinzenal no 3° més, e mensal do
4° a0 6° més. A partir de extragdo de linfdcitos, realizou-se a detecgao de HHV-6 e HHV-7, pela técnica de antigenemia. A detec¢io
de anticorpos IgM anti HHV-6 foi realizada pelo teste Elisa. Realizou-se antigenemia, N-PCR e sorologia para HCMV, HHV-6 e
HHV-7. Resultados: Com essas metodologias, a detec¢io de IgM anti HHV-6 foi positiva em 15,6% dos pacientes no pré-transplante,
25% na quarta semana, 40,6% na 12a semana e em 46,9% na 24a semana, ap0s o enxerto. A antigenemia para HCMV, HHV-6 e HHV-
7 foi positiva em 46,9%, 62,5% e 46,8% respectivamente. A N-PCR para HCMV e HHV-6 ocorreu em 81% dos casos, e para HHV-7
em 46,8%. Detectou-se que 50% dos pacientes estudados tiveram doenca por HCMV. A doenga causada pelo HHV-6 foi observada
em 46,8% dos pacientes e em 15,6% para HHV-7. A concomitancia de doengas foi observada nos pacientes com HCMV e HHV-6 em
21,9% e em 15,6% dos pacientes com HHV-6 e HHV-7. A doenga causada pelos betaherpesvirus foi detectada com maior frequéncia
ao redor da quinta semana. Os episddios de doen¢a para HHV-6 e HHV-7 precederam ao aparecimento da doenca por HCMV.
Conclusio: Este estudo confirma a relevincia da infec¢do pelo HCMV, HHV-6 e HHV-7 e a importincia do monitoramento para a
detecgdo precoce desses agentes, possibilitando a utilizagdo de um tratamento preemptivo, com redugéo do risco de doenga.

Descritores: Imunossupressio, Transplante de Figado, Citomegalovirus, Herpesvirus Humano 6, Herpesvirus Humano 7; Prevaléncia.
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Com o crescimento no numero de transplantes, problemas
peculiares relacionados ao tratamento imunossupressivo
geram importantes indices de morbimortalidade. As infec¢des,
principalmente, causam uma série de complicacdes a
recuperagdo dos pacientes transplantados. As infecgdes virais
correspondem a uma importante fonte dessas complicagdes
e dentre esses agentes virais, encontra-se a subfamilia
betaherpesvirus (B-herpesvirinae) HCMV conhecido como
o Citomegalovirus Humano, HHV-6 ¢ HHV-7 (Herpevirus
Humano Tipo 6 e Tipo 7),'” sendo esses trés virus pertencentes
ao grupo de oito membros da familia Herpesvirus de interesse



médico. O Citomegalovirus Humano (HCMYV), o Herpesvirus
Humano Tipos 6 e 7 (HHV-6 e HHV-7), ambos amplamente
disseminados, com soroprevaléncia, podendo variar de 40% a
60%, em populacées de alto nivel socio-econdmico, enquanto
em populagdes dos paises subdesenvolvidos, a prevaléncia desses
virus é ainda maior, variando de 80% a 100%. Esse aumento dos
anticorpos deve-se aos fatores ambientais e socioecondmicos,
pois sdo maiores nos paises subdesenvolvidos.*'? Uma vez
ocorrida a primeira infeccdo, esses virus permanecerio em
laténcia por toda a vida no organismo do individuo.*®* Na
majoria das vezes, essas infecgbes sdo assintomaticas, porém,
em imunocomprometidos, como os portadores do Virus da
Imunodeficiéncia Adquirida (HIV) e transplantados de 6rgaos,
essas infec¢des aumentam a morbidade.™?

A transmissio dos betaherpesvirus pode ocorrer por via
intrauterina, perinatal, contato direto de fluidos corporais,
sexual, transfusdes sanguineas e em transplantes de orgaos,
por isso, encontram-se em elevada prevaléncia na populagao
em geral.>® O risco da infecgdo pode estar relacionado com o
status sorolégico do doador e certas drogas, como a ciclosporina
e azatioprina, tém sido implicadas como as facilitadoras da
infec¢do.>'"* As manifestagdes clinicas sugestivas de doenca
por HCMV estdo relacionadas a febre persistente, pneumonia
intersticial, retinite, doenga gastrintestinal e alteragdes
laboratoriais, tais como leucopenia, trombocitopenia, atipia
linfocitaria e elevagdo das enzimas hepaticas.*’

Episodios de convulsdes, encefalites e encefalopatias tém sido
associados a doencas febris causadas pelo HHV-6 ¢ HHV-7
bem antes do exantema stbito ser, clinicamente, caracterizado
no paciente.! Os betaherpesvirus também podem predispor
o receptor de transplante para infec¢bes oportunistas.” Nos
ultimos anos, HCMV, HHV-6 e HHV-7 tém sido relacionados,
por varios autores, devido a sua alta prevaléncia na populacio
e estar freqilentemente relacionados a grande impacto clinico
apés o transplante.*?> Nesse contexto, métodos eficazes
e precoces de diagnosticos laboratoriais sdo de grande
importancia no progndstico desses pacientes. A antigenemia é
considerada uma técnica para detecgdo precoce com alto valor
preditivo para doenca, sendo uma ferramenta de diagnostico
util no pds-transplante, assim como a sorologia, e N-PCR tém
sido bastante utilizados como métodos eficazes de diagndstico
para o monitoramento clinico-laboratorial.

METODOS

No periodo de 2003 a 2006, foram monitoradas amostras
de 32 Facientes de ambos os sexos que foram submetidos ao
transplante de figado na Unidade ((11e Transplante de Figado
do Hospital de Clinicas e no Ambulatério do Gastrocentro da
Universidade Estadual de Campinas (UTH - HC - Unicamp).
A mediana da idade foi de 47 (18-66) anos sendo 20 (62,5%)
deles pertencentes ao sexo masculino e 12 (37,5%) ao sexo
feminino. Para fazer parte do estudo, os pacientes deveriam
ter acima de 18 anos, aceitar submeter-se as coletas de sangue
no periodo de seis meses e regularidade para as coletas das
amostras bioldgicas. Os que nio tiveram seguimento de acordo
com o protocolo ndo puderam fazer parte deste estudo, bem
como aqueles que evoluiram ao 6bito dentro do primeiro més
apos o transplante.
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O protocolo foi seguido de acordo com os requerimentos para
pesquisas envolvendo seres humanos do Brasil e foi aprovado
pelo Comité de Etica Institucional da Faculdade de Ciéncias
Médicas (FCM) da Universidade Estadual de Campinas -
Unicamp. Todos os pacientes que participaram desse trabalho
foram informados sobre os procedimentos a serem adotados e
concordaram com a coleta do material necessario para o estudo,
mediante assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido pelo paciente ou responsavel, apds todas as duvidas
terem sido esclarecidas.

A monitoriza¢do dos pacientes foi realizada prospectivamente
desde o pré-transplante (imediatamente antes do ato cirurgico
- dia 0) e no pos-transplante: de modo semanal no 1° e 2° més
(semana 1 a 8), quinzenal no 3° més (semana 10 e 12) e mensal
do 4° més até o final do 6° més (semana 16, 20 e 24).

A imunossupressdo bdasica consistiu de: a) inibidores de
calcineurina: ciclosporina (0,4 mg/kg/dia com nivel sanguineo
variando de 150-250 ng/ml) ou tacro%imus (0,01mg/kg/dia com
nivel sanguineo variando de 5-10 ng/ml); b) corticosteroéides
(metilpregnisolna 1,0 g no intra-operatério, com redugdo
no sétimo dia para 20 mg até o final do primeiro més, 15 mg
no segundo meés, 10 mg no terceiro més, 5 mg no quarto més
e retirada se o paciente ndo fosse portador de doenca auto-
imune); c) inibidores de purina (azatioprina na dose de 50mg/
dia, ou micofenolato de mofetila na dose de 1000 mg/dia ou
micofenolato sddico na dose de 720 mg/dia). A profilaxia
antiviral para o Herpes simplex foi feita com aciclovir (200
mg de 12/12 horas), por dois meses. Os pacientes ndo fizeram
profilaxia para o HCMYV, a néo ser que o doador fosse soro-
positivo e o receptor soro-negativo. Os pacientes com doenga
por HCMYV, com sintomas clinicos, receberam ganciclovir, por
via intravenosa, na dose de 5 mg/kg duas vezes ao dia, por seis
semanas, seguido por dose de manutengéo.

Os critérios para caracterizar diagnéstico de infeccdo por
HCMV foram considerados quando foram constatados dois
ou mais N-PCR positivos em amostras extraidas de DNA de
granulocitos de sangue periférico, consecutivos num intervalo
de 30 dias segundo critérios propostos por e/ou antigenemia
positiva (uma ou mais células positivas) segundo autores.”!%423
Para HHV-6, a defini¢do de infeccdo ativa foi baseada na
positividade da N-PCR em DNA extraido de leucdcitos totais, e/
ou antigenemia positiva (uma ou mais células positivas) segundo
os relatos de literatura.®® E para o HHV-7 foi definida quando
pelo menos uma amostra de soro resultou positiva pela N-PCR
e/ou antigenemia positiva (uma ou mais células positivas).®*?

Para a caracterizagdao de diagndstico para a co-infecgdo ativa
dos betaherpesvirus, considerou-se quando dois ou mais virus
foram detectados simultaneamente na mesma amostra.®’
A doenga por HCMV foi considerado além das evidéncias
laboratoriais de infecgdo ativa citadas anteriormente, fez-se
necessario a presenca de manifestacdes clinicas compativeis com
aquelas sabidamente causadas pelo HCMV, como a pneumonia
intersticial, doenga gastrintestinal, hepatite, retinite, nefrite,
miocardite, febre maior ou igual a 38°C, no minimo por trés
dias sem foco detectado, acompanhada por leucopenia (<3.000/
mm3) e plaquetopenia (<100.000/mm3) afastadas outras causas,
de acordo com os critérios ja descritos por outros autores.14 Para
caracterizar a provavel doenga por HHV-6, além das evidéncias
laboratoriais de infec¢do ativa citadas anteriormente, fez-se
necessaria a presen¢a de manifestagdes clinicas compativeis
com a de HHV-6, como a febre, erup¢des cuténeas, disfuncéo
hepatica (alanina aminotransferase > 1001U/ml), disenteria,
pneumonite intersticial, microangiopatia trombética, encefalite
e principalmente mielossupressio (sendo afastadas outras
causas virais e bacterianas).>!416:17:24
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Para o HHV-7 nio hé ainda consenso em relagdo as
manifestagdes clinicas, mas, sintomas como febre, encefalite,
pneumonite intersticial, hepatites, disfun¢do e rejeicio do
enxerto e alteragdes laboratoriais como leucopenia (<3.000/
mm3) e plaquetopenia (<100.000/mm3) e associados a AGM
positiva (P elo menos uma celula) e/ou 1 N-PCR positivo foram
considerados como doenga.”

Foram também avaliadas as infeccdes bacterianas
concomitantes, definidas como aquelas que ocorreram
ap6s a cirurgia e diagnosticadas laboratorialmente. Os
episodios clinicos relatados foram comparados e analisados
com a presen¢a de infecgdo ativa para cada um dos virus
estudados.

Devido a disfuncdo e a rejeicdo do enxerto, foi realizada
avaliagdo da fun¢do hepatica baseada na elevagdo sérica da
alanina aminotransferase, fosfatase alcalina, gama-glutamil
transpeptidase e das bilirrubinas, usando-se os padrdes e
protocolo da UTH-HC-Unicamp. Os episddios de rejeicdo
do enxerto foram documentados, baseados em andlises
histopatolégicas de material obtido por biépsia hepatica.
Os critérios de Banff foram utilizados para classificacdo e
determinagio do grau e tipo de rejei¢do celular.*

A partir de linfocitos extraidos de sangue periférico, realizou-se
a detecgao de antigenos de HHV-6 com anticorpos monoclonais
C65206M (marca Biodesign International, France) e MAB8535
(marca Biodesign International - USA) e conjugados de soro de
coelho anti-IgG de camundongo Z0412-1 (marca Dako - CA,
USA) e soro de cabra anti-IgG de coelho marcado com peroxidase
81-6120 (marca Zymed, CA, USA). Para a detecgao de antigenos
de HHV-7 foi utilizado o anticorpo monoclonal de rato KR4
(marca Advance Biotechnologies, Canada), conjugado soro de
coelho anti-imunoglobulina de camundongo P0260 (marca
Dako Cytomation, USA) e conjugado soro de cabra anti-IgG de
coelho 81-6120 (marca Zymed, CA, USA) diluidos em PBS/BSA
e aplicados sobre a fixacdo celular. Foi realizada a detec¢do de
anticorpos IgM anti HHV-6 seguindo as especificagdes do kit
pelo teste de Elisa (marca Panbio, Austrélia).

Os resultados obtidos nos procedimentos técnicos do estudo
foram comparados com outros achados laboratoriais, tais
como; antigenemia para HCMV, N-PCR para HCMV, HHV-6 e
HHV-7 e sorologia para HCMV, bem como os achados clinicos
relatados nos prontudrios dos transplantados da Unidade de
Transplante Hepatico UTH - HC e/ou informados pela equipe
médica.

Ap6s todos os testes serem realizados, foram contabilizados
para efeito de andlise. Para comparagdo de varidveis categdricas
foi utilizado o teste qui-quadrado, com uso do teste exato de
Fisher quando necessario, utilizando-se o programa estatistica
7.0 (CA,USA). Houve significancia estatistica quando o p >
0,05.

RESULTADOS

A sorologia IgG (imunoglobulina G) para HCMV foi positiva
em 87,5% (28 /32) dos pacientes no dia 0 do estudo. A deteccéo
de IgM anti HHV-6 foi positiva em 15,6% dos pacientes no pré-
transplante, 25% na quarta semana, 40,6% na 12¢ semana e em
46,9% na 24* semana apos o enxerto (figura 1)
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Figura 1. Numero de episédios de positividade dos exames de
sorologia IgM (imunoglobulina M), N-PCR (reagio de cadeia da
polimerase) e AGM (antigenemia) para HHV-6 (herpesvirus humano
tipo 6) de acordo com a semana de coleta
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Houve 13 episddios de rejeicdo celular aguda em oito
pacientes (8/32=25%), porém somente dois (2/13=15,4%) foram
associados a doenga HCMV e dois (2/13=15,4%) & doenca
HHYV-6. Os episodios de infecgdo bacteriana ocorreram em 26
(26/32=81,2%), e em 13 (13/26 = 50%) deles houve associagdo
com a doenca HHV-6 e HCMV.

A antigenemia para HCMV, HHV-6 e HHV-7 foi positiva em
46,9%, 62,5%, 46,8%, respectivamente. A antigenemia para
HCMYV foi detectada em 15 casos (46,9%), sendo que a maioria
apresentou manifestagcdes clinicas, tais como disfungdes
gastrintestinais acompanhadas de febre. A N- PCR para HCMV
e HHV-6 detectou sequéncia de DNA em 81% dos casos, e
para HHV-7 foi de 46,8%. Detectou-se que 50% dos pacientes
estudados foram diagnosticados com a doenga por HCMV.
A doenga causada pelo HHV-6 foi observada em 46,8% dos
pacientes e em 15,6% para HHV-7. A concomitincia de doengas
foi observada nos pacientes com HCMV e HHV-6 em 21,9%
casos e de 15,6% em pacientes com HHV-6 e HHV-7; ndo houve
concomitincia para doenga HCMV e HHV-7 nem para os trés
virus estudados.

A doenga causada pelos betaherpesvirus estudados foi
detectada com maior frequéncia ao redor da quinta semana. E
os episodios de doenga para HHV-6 e HHV-7 surgiram antes do
aparecimento da doenga por HCMV.

Figura 2: Numero de episédios de doenca viral detectada de acordo
com a semana de coleta (HCMV = citomegalovirus; HHV-6 =
herpesvirus humano tipo 6 ; HHV-7 = herpesvirus humano tipo 7)
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DISCUSSAO

A infec¢do por HCMV apods o transplante de drgaos é uma
das complicagdes virais mais importantes que pode acometer
0 paciente.»>6810131923 FEgga importincia torna-se ainda mais
evidente nesse contexto quando se observa que pode estar
relacionada a uma miriade de complica¢des, como doencas
oportunistas, rejeicdo celular aguda e cronica, infec¢oes
bacterianas, dentre outras.’®*2 Nesse estudo, investigou-
se a incidéncia das infecgdes pelos betaherpesvirus HCMYV,
HHV-6 e HHV-7 através de N-PCR, antigenemia e sorologia, e
procurou-se determinar as correlagdes dos testes aplicados com
os possiveis fatores de riscos relacionados ao impacto clinico
apos o transplante de figado. Observou-se uma prevaléncia de
87,5% de individuos soropositivos para HCMV (IgG positiva),
no pré-transplante, sendo esse achado compativel com a da
literatura, que aponta a prevaléncia de infecgdo por HCMV em
torno de 80%-100% da populagdo brasileira.21 Em relagdo ao
HHV-6 néo foi possivel a realizacio da sorologia dos respectivos
doadores para determinacido de infec¢do primaria, reinfeccao
ou reativagdo. A pesquisa de anticorpos IgM para HHV-6
foi detectada em cinco pacientes (15,6%) no pré-transplante.
Consecutivamente, na quarta semana ap6s o transplante, oito
(25%) pacientes apresentaram IgM positiva, 13 (40%) na décima
segunda semana e em 15 (46%) na vigésima quarta semana apds
0 enxerto.

Os resultados de IgM citados acima sugerem infec¢do primaria
ou uma reativacdo da doenga apds o enxerto, pois houve
consecutivamente um aumento dos titulos de IgM no decorrer
das semanas e, em muitos casos, correlagdes com a antigenemia
ou PCRs positivos como mostra a (figura 1).
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Na presente casuistica, a detec¢do das infec¢des concentrou-se
nos cinco primeiros meses de seguimento, periodo importante
de adaptagdo pos-operatéria em que o uso e controle da
imunossupressdo podem ser criticos.

A positividade para HHV-7 e HHV-6 foi detectada desde o dia
0 do estudo. Isso fez com que a ordem de reativagio ou infec¢éo
nos transplantados fosse HHV-7 seguido pelo HHV-6 e, por
ultimo, o HCMV. Isso sugere que HHV-7 pode ter reativado
infec¢des latentes por HCMV e HHV-6.

Este trabalho demonstrou correlagdo com dados da literatura
2689 e a grande importancia destes agentes como causadores de
morbidade em pacientes transplantados hepaticos.

CONCLUSAO

A vpartir da vigilancia pelas técnicas laboratoriais utilizadas
nesse estudo, foi possivel detectar as infecgdes e coinfec¢des
pelos betaherpesvirus no pds-transplante hepatico.  Este
estudo confirmou a relevancia da infecgio pelo HCMYV,
HHV-6 e HHV-7 nos transplantados. A realizacio de N-PCR
e antigenemia simultaneamente sdo uteis para o diagndstico
desses agentes. E importante acompanhar as cargas virais apés
o transplante, e a antigenemia, além de ser uma técnica precoce
de detecgdo, pode ser utilizada rotineiramente pelo beneficio
de baixo custo, comparada a técnicas de moleculares. Este foi
um trabalho pioneiro de antigenemia para HHV-6 e HHV-7
na equipe e demonstrou, no entanto, que outros estudos sio
necessarios para estabelecer o uso rotineiro de antigenemia
para os betaherpesvirus, para compreender melhor os aspectos
clinicos que envolvem esses agentes, assim como ja vem sendo
realizado para o HCMV apds o enxerto.

ABSTRACT

Human herpesviruses HHV-6 and HHV-7 after primary infection remain latent in the body and can reactivate after immunosuppression.
Purpose: The laboratory surveillance of HHV-6 and HHV-7 and the evaluation of co-infection with HCMV human cytomegalovirus
in post-liver transplantation were carried out through antigenemia, serology and N-PCR techniques. Methods: Samples from 32
patients, median age of 47 (18-66) years old, being 20 (62.5%) male and 12 (37.5%) were female. Biological monitoring began before
transplant, weekly from 1st to 2nd months, biweekly in the 3rd month, and monthly from the 4th month to the 6th months. Extraction
of lymphocytes was performed for the HHV-6 and HHV-7 antigenemia technique. Detection of IgM antibodies HHV-6 was done by
the ELISA test. N-PCR and serology was applied for HCMV, HHV-6 and HHV-7. Results: With these methods, the detection of HHV-6
IgM was positive along the pre-transplant period in 15.6% of patients, 25% after the fourth week, 40.6% after the 12th week, and 46.9%
at 24 weeks after the transplant. The HCMV, HHV-6 and HHV-7 antigenemias were positive in 46.9%, 62.5% and 46.8% respectively,
N-PCR was positive for HCMV and HHV-6 in 81% of cases, and for HHV-7 in 46.8%. It was found that 50% of patients studied had
HCMYV disease. The disease caused by HHV-6 was present in 46.8% of patients and 15.6% for HHV-7. Concomitant disease was observed
in patients with HCMV and HHV-6 in 21.9% and 15.6% of patients with HHV-6 and HHV-7. The disease caused by betaherpesvirus
was more frequently detected around the fifth week. The HHV-6 and HHV-7 illness episodes preceded the onset of HCMV disease.
Conclusion: This study confirmed the relevance of HCMV, HHV-6 and HHV-7 infections and the importance of using monitoring
techniques for early detection of these agents allowing the use of a preemptive treatment with reduced risk to the disease.

Keywords: Immunosuppression; Liver transplantation; Cytomegalovirus; Human, Herpesvirus 6, Human; Human, Herpesvirus 7,
Human; Prevalence.
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