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CO-INFECCAO ENTRE CITOMEGALOVIRUS CMV (HHV5) E HERPES VIRUS HUMANO
6 (HHV6) EM RECEPTORES DE TRANSPLANTE DE RIM

CMV Co-infection (HHV5) and Human Herpes Virus 6 (HHV6) in renal transplant recipients.

Juliana Andréa Manfrinato’, Janaina Luisa Leite?, Sohemys Silvestre Bodine', Laura Sterian.Ward?, Gentil Alves Filho', Marilda Mazzali’

RESUMO

Objetivo: Avaliar a ocorréncia de co-infec¢@o entre CMV-HHV6 em transplantados renais. Métodos: Critérios de inclusdo: PCR para CMV
negativo na ocasido do transplante, que se tornou positivo durante o acompanhamento. Dos 25 individuos que preenchiam os critérios de
inclusdo, foram selecionadas trés amostras consecutivas de sangue, para pesquisa de HHV6 e CMV pela técnica de Nested PCR. Resultados:
Por ocasido do transplante, 30% dos pacientes apresentavam HHV6-PCR positivo. Durante o acompanhamento, 11 pacientes adicionais
apresentaram pelo menos um HHV6-PCR+, totalizando uma incidéncia de 80% de viremia para HHV6 nesta série. Como alguns autores
sugerem que tanto HHV6 quanto HHV7 podem agravar o quadro clinico de infecgdo pelo CMV, a analise dos prontuarios médicos mostrou
que nove pacientes apresentavam viremia assintomatica por CMV. Nos 16 casos restantes, foi identificada leucopenia isolada (n = 8) ou
infec¢do sintomatica pelo CMYV, com necessidade de tratamento com ganciclovir (n = 8). Nao houve diferenca na incidéncia de viremia
por HHV6 nos grupos com CMYV assintomatico ou leucopenia isolada. Entretanto, no grupo com infec¢ao sintomatica por CMV tratada, a
prevaléncia de viremia por HHV6 foi de 100%. A fungdo renal dos diferentes grupos era comparavel por ocasido da viremia. No entanto,
ap6s um ano de acompanhamento, houve uma tendéncia para niveis mais elevados de creatinina no grupo HHV6 positivo, que se tornou
significativa ap6s cinco anos (2,5 vs 1,2 mg / dl, p <0,05). Conclusio: A co-infecgdo por CMV-HHV6 foi associada a apresentagio clinica
mais grave do CMV, com necessidade de terapia antiviral. A piora da fungdo renal no grupo HHV6+ pode ser consequéncia de redugdes
temporarias de imunossupressao frente ao quadro infeccioso mais intenso, favorecendo a ocorréncia de episddios de rejeicdo subclinica.

Descritores: Ctomegalovirus; Herpesviridae; Transplante Renal

INTRODUCAO

Herpes virus humanos (HHV) sdo patdgenos frequentes em seres
humanos, persistindo no hospedeiro ap6s a infecgdo primaria.
Infecgdes virais latentes sdo comuns em receptores de transplante
de orgdos, podendo ser reativadas pelo uso de medicamentos
imunossupressores. Um risco adicional para infec¢des virais e
oportunistas nessa populagdo ¢ a contaminacao através do 6rgao de
doador soro positivo com desenvolvimento da infecgdo primaria
ou reativacdo de infecgéo latente.
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O Herpes virus Humano 6 (HHV6) é um beta virus herpes com
patogénese ainda obscura, que atua como um patdgeno oportunista
em pacientes transplantados.? A infec¢do primaria pelo HHV6
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das criangas menores de dois anos sdo soropositivas para HHV®6.?
Apos a infec¢do priméria, o HHV6 permanece em estado latente
em macrofagos, monocitos e em diferentes tecidos como pele,
pulmdo e cérebro.* A reativagdo do HHV6 pode ocorrer apds o
transplante. No entanto, devido a alta prevaléncia de sorologia
positiva para HHV6, da associagdo com outros herpes virus e da
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auséncia de grandes estudos populacionais, seu significado clinico
permanece controverso.* A apresentagdo clinica da infecgdo pelo
HHV6 varia desde a forma assintomatica até febre, supressdo da
medula dssea, encefalite, hepatite e pneumonia, além de facilitar
a ocorréncia de episodios de rejei¢do aguda, especialmente em
pacientes transplantados renais pediatricos.>

A associacdo entre o herpes virus tipo 6 (HHV6) e citomegalovirus
(CMV-HHV5) foi descrita em diferentes séries.”!? Estudos relatam
que a co-infec¢@o por HHV6 ou HHV7 aumenta o risco de infecgdes
relacionadas ao CMYV sintomatico 2 ou de episddios de rejeigéo
[6]. Da mesma forma, CMV também pode causar reativagdo do
HHV6, embora essas associagdes permanegam controversas. '3!3

O objetivo do presente estudo foi avaliar a incidéncia e o impacto
clinico da infec¢do por HHV6 em receptores de transplante renal
com viremia pelo CMV detectada pela Nested-PCR.

MATERIAL E METODOS

Sujeitos da pesquisa

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade
de Medicina da Universidade Estadual de Campinas (FCM /
UNICAMP) e foi obtido consentimento informado de todos os
sujeitos da pesquisa. A partir de um estudo prévio ' de 48 pacientes
transplantados renais, foram selecionados 25 que preenchiam os
critérios de inclusao:

(a) pelo menos trés amostras de DNA adequado para analise,
(b) primeira amostra de DNA negativa para CMV
(c) DNA segunda amostra positiva para CMV / PCR

(d)terceiraamostrade DN A obtidapelomenos 30 diasapdsasegunda.
Os prontuarios médicos daqueles pacientes foram avaliados de
forma retrospectiva para coleta de informagdes sobre os sintomas
clinicos da doenga CMV: leucograma, creatinina sérica e evolucao
clinica do paciente e do enxerto.

Processamento das amostras de sangue:

As amostras de sangue foram obtidas de todos os pacientes e células
do sangue periférico (PBMC), foram isoladas por centrifugagao,
lavadas e armazenadas a -20 ° C até o uso. O DNA foi extraido
pela técnica de fenol-cloroférmio e etanol precipitado e os extratos
foram armazenados em freezer a -20°.C até o uso. A concentragdo
de DNA foi determinada por espectrofotometro 260/280nm.

A fim de amplificar as sequéncias do HHV-6, dois conjuntos de
primers Nested foram utilizados. O primeiro conjunto amplificou
a sequéncia correspondente ao gene da proteina principal do
capsidium, consistindo de um par de primers externos, EX1 [5’-
GCGTCATTT GTGTGTAGTACG TCG G-3]1e EX2 [*5’-TGG
CCG CAT TCG GGA TAC TAC AGA GG-3’ ] com sequéncia de
520pb, e um par interno de primers, IN3 [5’-GCT ACG TAT TTG
CTG CAGAAC G-3 ‘Je IN4 [5’-ATC CGAAACTGT CTGACT
GGC A-3 “ ](258pb)."" O segundo conjunto de primers amplificou
a regido que codifica a proteina do tegumento, consistindo de um
par de primers externos, Al [-GAT CCG GTG ACG TCC TAC
AAA CAC-3 “Je Cl1[/ 5°-CGG TGT CAC ACA GCA TGA ACT
CTC-3 ] (834pb), e um par interno A2[5’-GGA GAA AAG TCT
TGT ATG TAT GTC-3 ‘] e C2[5’-GGA CTC CTC ATA GAT
CTG CTC ATA-3 ‘] com 658pb. Todas as reagdes de PCR foram

1415

realizadas em termocicladora programavel (Perkin Elmer), com
um volume final de 25 ml, incluindo 200 ng de DNA, 50 mM
KCl, 20 mM Tris-HCI, 15 mM MgCIl2, 0,2 mM de cada dNTP, e
3 U de Taq DNA polimerase (Life Technologies Gibco BRL). A
temperatura de anelamento foi de 56 ° C. Apoés 35 ciclos, 2 m 1
do produto da PCR foi utilizado como modelo para uma segunda
rodada de amplificagdo com IN3/IN4, nas mesmas condi¢des
de reacdo. A reagdo com o conjunto de primers A1/C1 utilizou
25 ml de cada primer externo, com 35 ciclos a temperatura de
anelamento de 56 ° C. Apoés a primeira amplificagdo, 2 ml do
produto da PCR foram amplificados, utilizando os primers
internos A2/C2 com 35 ciclos a temperatura de anelamento de 56
° C, seguido por extensdao a 72 ° C por 1,5 min. Os produtos da
amplificagdo foram visualizados em gél de agarose 2% contendo
brometo de etidio, para avaliar a presenca ou auséncia de bandas
em 258 bp (capsideo protéico-6) e 658 pb (HHV HHV-6 proteina
de tegumento).

Para as sequéncias HCMV foi utilizado conjunto de primers
externos MIE4 [5’-AGC CCA GGC CTC TAG AT CCA AGC
C-3’] e MIE 5 [5’-CAG CAC CAT CCT CCT CTT CCT CTG
G-3’], com sequéncia de 435 pb e um par de primers interno,
IE1 [5°-GTG CCA CCC CCA GTG GCT CC-3 ‘] e IE2 [5’-GCT
CCC CCT CCT GAG CAC CC -3 ‘] com sequéncia alvo de
159pb [19,20]. As reagdes foram realizadas em termocicladora
programavel (Perkin-Elmer), com volume final de 25 ml,
incluindo 200 ng de DNA, 50 mm KCI, 20 mM Tris-HCI, 15 mM
MgCl2, 0,2 mM de cada ANTP, e 3 U de Taq DNA polimerase
(Life Technologies Gibco BRL). Os primers externos MIE4/
MIES foram utilizados em concentragdo final de 25 ml, com
temperatura de anelamento de 55 © C . Apds 30 ciclos, 2 ml do
produto da PCR foram utilizadas como modelo para uma segunda
amplificagdo com os primers internos IE1/IE2, nas mesmas
condi¢des de experimento. Os produtos da amplificacdo foram
visualizados em gél de agarose 2% contendo brometo de etidio
para pesquisar bandas de DNA em 159 pb.'81

Para evitar a possivel contamina¢do de misturas de PCR, todas as
reacOes foram calibradas com uma mistura de PCR sem DNA e
agua como controles negativos. O controle positivo do processo foi
realizado com PCR para o gene da beta-globina.?

ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada através do programa Statview
versao 2.0. Foram utilizados testes de qui-quadrado (x2) ou teste
exato de Fisher (f) para variaveis qualitativas e testes de Mann
Whitney para varidveis numéricas entre grupos. Foi considerada
significancia estatistica p < 0,05.

RESULTADOS

Foram avaliados 25 transplantados renais (15 homens, 10
mulheres), com idade média de 38 + 10 anos. A maioria (76%)
recebeu rim de doador falecido. A sorologia para CMV (IgG)
foi positiva no pré-transplante em 23 individuos (92%), todos
CMVIgM negativos. Durante o acompanhamento, todos os
pacientes tornaram-se CMVIgG positivos e seis apresentaram
sorologia CMVIgM + transitoria, sugerindo reativagdo da infec¢ao
em quatro pacientes previamente positivos e primo infec¢gdo nos
dois casos soronegativos. Todos os pacientes incluidos neste estudo
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apresentavam PCR negativo para CMV na ocasido do transplante,
com positividade do exame (PCR) em cerca de 44 + 30 dias apos
o transplante.

A apresentagdo clinica nos casos de viremia por CMV foi
assintomatica em nove, leucopenia isolada e leucopenia transitoria
em oito e presenga de doenca clinica e/ou antigenemia positiva
com necessidade de terapia antiviral em oito pacientes (32% da
amostra).

Com o intuito de avaliar o impacto da co-infec¢do por HHV6 com
a gravidade da viremia por CMYV, realizamos Nested PCR para
HHVG6 (regides 1 e 2) nas mesmas amostras previamente analisadas
para CMV.

Por ocasido do transplante, 30% (n=9) dos pacientes apresentaram
viremia para HHV6 (PCR+), apesar do CMVPCR negativo.
Durante o acompanhamento, outros 11 pacientes apresentaram
pelo menos uma amostra positiva para particulas virais do HHV6
em sangue periférico.

Quando os grupos foram avaliados de acordo com HHV6 PCR,
ndo observamos diferenga nos pardmetros demograficos nem na
ocorréncia de viremia assintomatica ou leucopenia isolada entre
0s grupos positivo e negativo (Tabela 1). Entretanto, observamos
que a doenga por CMV sintomatica necessitando de terapia
antiviral ocorreu somente no grupo HHV6PCR+ (40% versus
zero, p <0,05) (Tabela 2).

Tabela 1: Dados demograficos de pacientes transplantados renais de acordo
com o HHV6PCR.

HHV6 negativo HHVG6 positivo

Numero de pacientes 5 20
S

oo . 4:01 11:00*
(masculino:feminino)
Idade (anos) 34+7 39+ 11
Doador (falecido:

) ) 04: 01 15: 05
vivo relacionado)
CMVIgG iti

/ gG positivo 18 5

pré Tx
CMVIgG negativo 0

pré TX

* p<0,05 entre grupos.

Tabela 2: Apresentacdo clinica da infeccdo pelo CMV de acordo com o
status de HHV6PCR.

HHV6 negativo HHV6 positivo

Assintomatico 6 3
Leucopenia isolada 6 2

Sintomatico com
8 00*
tratamento

* p<0.05
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Como estudos anteriores sugeriram que a infecg¢do viral seria
um fator de risco para ocorréncia de episodios de rejeicdo aguda
ou disfuncdo cronica do enxerto, analisamos a fun¢do renal
dos pacientes durante o acompanhamento. A creatinina sérica
foi semelhante entre os grupos no momento do diagnostico da
viremia por CMV, com tendéncia para niveis mais elevados de
creatinina ap6s um e trés anos de acompanhamento no grupo
HHV6 positivo. Apds 60 meses do transplante, a funcdo renal foi
pior no grupo HHV6 positivo (creatinina sérica 2,5 + 0,4 versus
1,3+ 0,1; HHVG6 positivo versus negativo, p<0,05), apesar de ndo
haver diferenga na incidéncia de rejeicdo aguda comprovada por
bidpsia entre os grupos.

DISCUSSAO

Considerando que o CMV (HHVY) ¢ provavelmente a infeccao
viral mais importante apos transplante de orgaos, varios relatos
sugeriram que outros beta herpes virus como HHV-6 ¢ HHV7
também podem ser ativados, causando sintomas clinicos apds
a introducdo dos agentes imunossupressores. 1121321 Agsim,
com o advento de imunossupressores mais potentes, a incidéncia
de infecgdes virais oportunistas, especialmente herpéticas, tende
a aumentar. >3

A associagdo da infec¢do pelo HHV6 com sintomas clinicos
apos o transplante ndo foi bem estabelecida. Como o contato
com herpes virus durante a infincia ¢ frequente, a prevaléncia
de sorologia positiva varia de 12 a 82%.>?> Na presente série,
a prevaléncia de HHV6PCR + foi de 80%, superior a dados
observados previamente em uma populacdo semelhante.® Essa
alta prevaléncia pode ser influenciada pela selegdo dos pacientes,
uma vez que apenas pacientes com CMV PCR positiva foram
incluidos nessa anélise.

A apresentacdo usual da infeccdo pelo HHV-6 ¢ assintomatica
ou com febre e exantema, e sua relevancia clinica ainda
¢ controversa tanto em individuos normais quanto em
pacientes imunodeprimidos.'?? No entanto, apdés o uso de
imunossupressores mais potentes, a reativacdo de infecgdes
latentes pode ser associada a quadro clinico mais grave, com
leucopenia, hepatite, pneumonite e encefalite.**> Alguns estudos
sugerem que a ativacdo de mais de um beta herpes virus pode
explicar amaior gravidade da doenga por CMV.'*Na presente série,
o grupo HHV6 negativo apresentou viremia assintomatica. No
entanto, no grupo HHV6 positivo, observamos maior incidéncia
(40%) de doenga sintomatica por CMV com antigenemia positiva
e necessidade de terapia antiviral.

Outra complicac¢do associada a infecg¢@o por herpes virus seria
maior risco de ocorréncia de episodios de rejeicdo aguda, além
de infecgdes bacterianas e fingicas oportunistas.’** Estudos
prévios sugerem que o HHV-6 possa ter um efeito citopatico
direto sobre células epiteliais tubulares, aumentando o risco de
nefropatia cronica do enxerto.”® Todos esses fatores causam
impacto negativo na sobrevida tanto do enxerto como do
paciente. Na presente série, apesar da menor incidéncia de
rejeicdo aguda comprovada por bidpsia no grupo HHV6
positivo, observamos pior funcdo renal nos enxertos ao
longo do acompanhamento. Houve tendéncia de aumento da
creatinina sérica apés um ano de acompanhamento, com taxa
de filtragdo glomerular significativamente menor no grupo
HHV6 positivo depois de cinco anos. Essa disfun¢do do enxerto
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pode ser secundaria a um ajuste nas doses dos medicamentos
imunossupressores (especialmente retirada ou redugdo de
micofenolato) frente a quadros de infec¢do viral mais grave,
com risco aumentado de episodios de rejei¢ao aguda subclinica.
Por outro lado, a presenga de HHV6 pode ser um marcador
de estados de imunossupressdo mais intensa, favorecendo
a nefrotoxicidade de imunossupressores, especialmente dos
inibidores da calcineurina. Outra possibilidade para a disfungdo
renal ndo investigada nesta série seria o efeito citopatico direto
do HHV6 em células epiteliais tubulares, como sugerido por
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CONCLUSAO

Em resumo, na presente série, presenca de HHV6PCR positivo
foi associado a um quadro mais severo de infecgdo por CMV, com
necessidade de tratamento antiviral e ajuste da imunossupressao, o que
em longo prazo pode apresentar impacto negativo sobre a fungao renal.
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ABSTRACT

Purpose: The aim of this study was to assess the occurrence of co-infection of CMV-HHV6 bearers among 25 kidney transplant patients.
Methods: Inclusion criteria were CMVPCR negative at the time of transplantation, which became positive during follow-up. Three
consecutive blood samples were selected from each patient and analyzed both for HHV6 PCR and nested PCR for CMV. Results: At
transplantation, 30% of patients were positive for HHV6PCR. During follow up, 11 additional patients had at least one HHV6PCR
positive, resulting in a total of 80% HHV6 viremia in this series. As some authors suggest that both HHV6 and HHV7 may aggravate
the clinical picture of CMV infection, medical records of those patients were analyzed. Asymptomatic CMV viremia was found in 9
patients. Remaining 16 patients had isolated leukopenia (n = 8) or symptomatic CMV treatment with ganciclovir (n = 8). While HHV6
PCR positive or negative was comparable between patients with asymptomatic CMV viremia or associated with transient leukopenia in
the group treated with CMV disease, the prevalence of HHV6 positive blood was 100%. No differences in renal function were observed
during the viremia. However, after a year monitoring, there was a trend for higher levels of creatinine in the group positive for HHV6,
which became significant after five years (2.5 vs. 1.2 mg / dl, p <0.05). Conclusion, CMV/HHV6 co-infection is associated with more
pronounced clinical symptoms and the need for antiviral treatment. The decline of renal function in group HHV6 positive can present
a most serious consequence for CMV infection, a temporary immunosuppressive reduction or subclinical acute rejection episodes.
Prospective studies are needed to answer these questions.

Keywords: Cytomegalovirus, herpesviridae, Kidney Transplantation
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