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INFECCAO PELO HERPES VIRUS HUMANO TIPO 6 (HHV6) EM UM GRUPO DE
RECEPTORES DE TRANSPLANTE RENAL

Type 6 human herpes virus (hhvé) infection in a group of Brazilian renal transplant recipients

Janaina Luisa Leite', Juliana Andréa Manfrinatto?, Marilda Mazzali? e Laura Sterian Ward’

RESUMO

Com o advento de imunossupressores mais potentes, infecgdes virais t€ém se tornado uma importante complicagdo pos-transplante. Apesar
do herpes virus tipo 6 (HHV6) ser um patogeno freqiiente na populagdo humana, a prevaléncia de infeccdo e a associagdo com complicagdes
pos-transplante permanece controversa. Objetivo: Identificar a prevaléncia de infeccao pelo HHV6, fatores de risco e complicagdes apds
transplante renal. Métodos: Foi realizada PCR para HHV6 em amostras de sangue de 71 receptores de transplante renal, em média 12
meses pos-transplante, e comparadas com um grupo controle de 112 individuos saudaveis, doadores de sangue. Resultados: a prevaléncia
de PCR positivo para HHVG6 foi significativamente maior no grupo de transplantados renais (36% vs.11%, p<0.05). Para a identificagdo de
fatores de risco e de complicagdes da infecgdo pelo HHV6 pds-transplante, os pacientes foram divididos em dois grupos: HHV6 positivo
e HHV6 negativo. Os grupos foram semelhantes na comparagdo dos parametros demograficos, sorologia para hepatite B, C ou CMV,
medicac¢do imunossupressora ou uso de terapia de indugao. Entretanto, o grupo HHV6+ apresentou maior incidéncia de leucopenia, elevagao
de aminotransferases, doenga por citomegalovirus sintomatica e outras infecg¢des virais associadas. Apesar da baixa incidéncia de rejeicao
aguda em ambos os grupos, a taxa de filtragdo glomerular foi menor no grupo HHV6+ ao final de dois anos de acompanhamento. Concluséo:
A infecgdo por HHV6 foi mais freqiiente em receptores de transplante renal que na populagéo controle, e apresentou associagdo com maior
incidéncia de infeccdo sintomatica por CMV e outras infecgdes virais, além de redugdo de taxa de filtragdo glomerular.

Descritores: Citomegalovirus, Herpes Virus 6, Transplante Renal, Infecgdo Viral.

INTRODUGCAO

Herpes virus humanos s3o altamente distribuidos em populagdes
humanas e persistem na forma latente apos a infecgdo primaria.
Infecgdes virais latentes sdo comuns em receptores de transplantes
de orgaos, podendo ser reativados com a utilizagao de medicagao
imunossupressora. Outro fator de risco para infecgdo viral é a
contaminacdo por doador positivo para doador negativo, com
o desenvolvimento de primo-infec¢do, habitualmente com
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A associagdo entre HHV6 e citomegalovirus foi descrita”!?. Alguns
autores relatam que a co-infecgdo com HHV6 ou HHV7 aumenta o
risco de infecg¢des sintomaticas pelo CM V%12 além de episodios de
rejeigdo®. Por outro lado, a doenga pelo CMV também pode causar
reativagdo do HHV6'3-15,

O objetivo do presente estudo foi avaliar a incidéncia e impacto clinico
da infecgdo pelo HHV6 na evolugdo de receptores de transplante
renal. Como a real prevaléncia dessas infec¢des virais em nossa
regido ainda ¢ insuficiente, inicialmente comparamos a prevaléncia
de HHV6 em receptores de transplante com uma populagao controle.
Na populagao de transplantados também foram analisados os fatores
de risco para infecgdo por HHV6, bem como o impacto da infecgao
pelo HHV6 na evolugdo de paciente e enxerto.

METODOS

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, e o consentimento
informado foi obtido de todos os sujeitos envolvidos. Pacientes e
controles foram submetidos a avaliagdo médica, com registro das
condigdes médicas pré-existentes, especialmente relacionadas ao
transplante, medicagdo imunossupressora, e outras infec¢des virais
(Hepatite Be C, CMV).

O grupo de pacientes (Grupo I) foi constituido de 71 receptores de
transplante renal (41 homens e 30 mulheres, com idade média de 42
+ 12 anos), em acompanhamento regular por pelo menos 12 meses
pos-transplante, com fungao renal preservada (creatinina sérica <
2 mg/dl) e sob imunossupressao regular. Todos os casos seguiram
o protocolo padrdo do servigo, com realizagdo de sorologias pré-
transplante, para doador e receptor, de CMV, hepatite B e C, HIV
e Epstein Barr. Os prontudrios médicos foram revisados para coleta
de informagdes adicionais sobre doengas prévias, imunossupressao
e terapia antiviral pds-transplante.

O regime de imunossupressao de manuten¢do foi baseado
em associagdo de esterodides, inibidores de sintese de purinas
(azatioprina ou micofenolato mofetil) e inibidor de calcineurina
(ciclosporina ou tacrolimus), de acordo com o protocolo local.
Episddios de rejeicdo aguda foram confirmados através de bidpsia
e tratados com terapia em pulso com metilprednisolona.

O grupo controle (Grupo II), composto por 112 individuos saudaveis
(49 homens e 63 mulheres, idade média de 32 + 10 anos) foi recrutado a
partir de doadores de sangue do Hemocentro da Unicamp. Informagdes
sobre histdria social e ocupacional, condigdes médicas, doengas prévias
e medicamentos em uso foram obtidos através de entrevistas.

Amostras de sangue, extragdo de DNA e realiza¢do de PCR: amostras
de sangue foram obtidas dos sujeitos de ambos os grupos. Células
mononucleares de sangue periférico (pbmes) foram isoladas através
de centrifugagio, lavadas e estocadas em freezer -20° até o uso. O
DNA foi extraido através de técnica fenol/cloroférmio e precipitagdo
em etanol, e os extratos estocados em freezer a -20°c.

A concentragdo de DNA foi determinada através de espectrofotometria.
A amplificagdo das seqiiéncias de HHV6 foi realizada através
de Nested-PCR, com dois grupos de primers. O primeiro grupo
amplificava a regido correspondente a proteina maior de capsideo,
com primers externos reconhecendo uma seqiiéncia de 520 pares
de bases (primers E1 e E2) e a seqiiéncia interna reconhecendo
um fragmento de 258 pb (primers 13 e 14). O segundo grupo de
primers reconhecia a regido de proteina de tegumento viral, com os

iniciadores externos de reagdo reconhecendo uma regido de 834pb
(primers Al e C1) e primers internos reconhecendo seqiiéncia de 658
pb (primers A3 e C3). Todas as reagdes de PCR foram realizadas
em termocicladora programavel (Perkin-Elmer), utilizando volume
final de 25 pl incluindo 200 ng de DNA, 50 mm KCl, 20 mm tris-
HCI, 15 mm MgCl2, 0.2 mm dntp, e 3 u de taq dna polimerase (Life
Technologies Gibco brl). A concentragao de primers E1/E2 (5-GCG
TTT TCA GTG TGT AGT TCG GCA g-3’ / 5-TGG CCG CAT
TCG TAC AGA TAC GGA GG-3’) foi de 25 um, com temperatura
de anelamento de 56°C. Apos 35 ciclos, 2 ul do produto do PCR foi
utilizado como base para a segunda reagdo de amplificagao, utilizando
os primers 13/14 (5°-GCT AGA ACG TAT TTG CTG CAG AAC g-3’
/5°-ATC CGA AAC AAC TGT CTG ACT GGC A-3’) sob as mesmas
condicdes. Quando o segundo grupo de primer (A/C) foi utilizado,
a primeira reagao utilizou 25 um de cada primer externo, al/cl (5’-
GTG GAT CCG ACG TCC TAC AAA CAC-3’/5-CGG TGT CAC
ACA GCA TGA ACT CTC-3’), durante 30 ciclos, com temperatura
de anelamento de 58°C. Apos a primeira amplificagdo, 2 pul do produto
do PCR foi utilizado como base para a segunda amplificagdo A2/C2
(5-GGA GAA TCT TGT AAG TAT ATG GTC-3’ / 5°-CTC GGA
CTC ATA GAT CTC ATA CTG-3’), com 20 ciclos, temperatura de
anelamento de 58°C, seguido de 10 ciclos de anelamento a 56C por 1 e
extensdo a 72°C por 2 min. Amplificagdo do gene da beta globina foi
utilizada como controle de qualidade de DNA. Controle positivo para
HHVE6 foi obtido através de material de pacientes com infecgao ativa e
de controles positivos comerciais. Os produtos de amplificagdo foram
visualizados em gel de agarose a 2% utilizando brometo de etidio
como cromodgeno, e quantificados quanto a presenga de fragmentos
de capsideo de HHV6 (258pb, proteina de capsideo) e de tegumento
(658pb, proteina de tegumento).

Analise estatistica utilizou os programas SAS (Statistical Analysis
System, versao 8.1, SAS Institute Inc, Cary, NC, USA, 1999-2000) e
Statview versdo 2. A homogeneidade da amostra para idade e sexo foi
testada através de testes de q quadrado (X,) ou exato de Fisher (F).
Odds Ratio (OR) e intervalo de confianga de 95% (CI) foram utilizados
para os demais pardmetros. Variaveis numéricas foram expressas em
média + desvio padrio, e a comparagdo entre grupos realizada através
de teste T. Significancia estatistica foi considerada se p<0,05.

RESULTADOS

A freqiiéncia de infecg¢@o por HHV6 foi superior no grupo de pacientes
comparado ao grupo controle (36% vs.11%, f; p < 0,0001).

Com o intuito de avaliar fatores de risco e impacto clinico da infecgao
pelo HHV6 poés-transplante renal, o grupo de pacientes (Grupo I)
foi dividido em dois subgrupos: HHV6 positivo (n= 26, 15 homens
e 11 mulheres, 38 + 11 anos) e HHV6 negativo (n=45, 30 homens ¢
15 mulheres, 42 + 12 anos). Os dois grupos foram comparaveis em
relacdo a idade, ao sexo, araga, ao tempo de acompanhamento pos-
transplante, a doenga renal primadria, as sorologias pré-transplante
(hepatite B, C, HIV e CMV) e ao tipo de doador (vivo relacionado
x falecido). Também ndo houve diferenga na necessidade de terapia
de indugdo com Okt3 ou anticorpo anti-Cd25, nem no regime
imunossupressor pos-transplante (Tabela 1).

A avaliagdo do acompanhamento desses pacientes mostrou maior
incidéncia de leucopenia no grupo HHV6 positivo (69,3% vs. 13,3%,
p<0,05), bem como de elevagdo de aminotransferases (ALT e AST)
acima de duas vezes o valor da normalidade (50% vs. 6,6%, p<0,05),
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independente do status sorologico para hepatite (Tabela 2). A incidéncia
de doenca sintomatica ou invasiva pelo CMV foi maior no grupo HHV6
positivo (23,1% vs. 11%, p<0,05), bem como a duragdo do tratamento
com ganciclovir, independente da sorologia de CMV pré-transplante.
Outras infecgdes virais também foram mais prevalentes no grupo
HHVG6 positivo (Tabela 3).

Tabela 1: Dados demogrdficos dos receptores de transplante renal
de acordo com a presenca de infeccdo pelo HHVG.

HHV6 HHV6 P
POSITIVO NEGATIVO

Ndmero de pacientes 26 45

Sexo (masculino: feminino) 15: 11 30:15 <0,05
Idade (anos) 3811 42+12
Acompanhamento pds-transplante (meses) 12+04 11£05

Doador (falecido: vivo relacionado) 19:7 30:15

Terapia de indugdo (%) 34.6% 22.2%

Azatioprina: MMF 7:15 16:29
Ciclosporina: tacrolimus 20:3 34:68

Rejeicdo aguda por biopsia (%) 19.2% 33.3% <0,05

Dados apresentados como média * desvio padrdo. B em ambos os
grupos pacientes com HLA idéntico, em regime de imunossupressao
livre de ciclosporina.

Tabela 2: Alteracées laboratoriais nos grupos de transplante de
acordo com o PCR para HHV6.

HHV6 HHV6 P
POSITIVO NEGATIVO
Namero de pacientes 26 45
Leucopenia (WBC < 4.000/mm3)(%) 69,2% 13,3% <0,05
Elevacdo de aminotransferases > 2 x normal (%) ~ 50% 4,4% <0,05
Creatinina sérica ap6s 2 anos (mg/dl) 2620 16%06 <0,05

Resultados em média * desvio
WBC= leucdcitos

Tabela 3: Infeccbes virais em receptores de transplante renal de
acordo com o status de PCR para HHV6.

HHV6 HHV6 P
POSITIVO NEGATIVO

Namero de pacientes 26 45
Citomegalovirus (%) 231% 11% <0,05
Tratamento com ganciclovir (%) 23% 8,1% <0,05
Hepatite B (%) 7,6% 6,6%

Hepatite C (%) 19,2% 24.4%

QOutras infecgdes virais (%) 30% 8,8% <0,05

Apesar da incidéncia de rejeigao aguda comprovada por bidpsia ser
menor no grupo HHV6 positivo (19,2 % vs. 33%, p<0,05), a funcao
renal destes pacientes foi pior que a do grupo HHV6 negativo ao final
de dois anos de acompanhamento (creatinina sérica, 2,6+ 2,0 mg%
vs. 1,6 = 0,6 mg%, p<0,05).
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DISCUSSAO

Utilizando metodologia baseada em PCR qualitativo, detectamos
fragmentos de DNA de HHV6 no sangue de 11% dos individuos
saudaveis de nossa regido. Esta taxa foi inferior a observada em
estudos de soroprevaléncia em outras areas geograficas do Brasil,
com caracteristicas socio-demograficas distintas'®. Aqueles estudos
utilizaram testes sorologicos indicando contato prévio com o virus.
No presente estudo, utilizamos um método sensivel de reagdo em
cadeia de polimerase (PCR), para avaliar o efeito da infecgdo ativa
por HHV6 numa populagdo controle comparado a outra com alto
risco de infecgdes oportunistas™”. O HHV6 foi cerca de trés vezes
mais prevalente na populagdo de transplantados (36%) que nos
controles da mesma area geografica, com background comparavel.
Essa incidéncia de HHV6 positivo em populagdo de transplantados
¢ consistente com estudos anteriores, com relatos de incidéncia de
33 a 88%, de acordo com o método diagndstico utilizado'?.

Considerando que o HHVS (CMV) ¢ provavelmente a infecgao viral
mais importante apos transplante renal, varios estudos sugerem
que outros herpes virus (HHV6 e HHV7) também sofreriam
ativacdo apo6s o inicio da imunossupressdo, promovendo sinais
e sintomas clinicos"*!1%121318 Na presente série, observamos que
pacientes com HHV6 positivo apresentaram maior incidéncia de
infecgdo sintomatica ou invasiva pelo CMV, além de facilitagdo de
outras infecgdes virais, bem como maior incidéncia de leucopenia
e de alteragdes de aminotransferases (AST e ALT).

Considerando que infecgdes por herpes virus humano sdo
freqiientes e a utilizacdo cada vez maior de medicamentos
imunossupressores mais potentes, a incidéncia de infecgdo por
herpes virus vem aumentando apds o transplante'. A associagdo
entre infec¢do pelo HHV6 e doenga renal pos-transplante ndo € bem
estabelecida, uma vez que a maioria dos pacientes ja apresentou
contato anterior com o virus, resultando em alta prevaléncia de
soropositividade variando de 12% a 82%*'. A apresentagdo
habitual da infecgdo pelo HHV6 ¢ assintomatica ou através de
febre e/ou rash cutaneo, e sua relevancia permanece controversa
tanto em individuos normais como em imunodeprimidos!>",
Entretanto, com a utilizagdo de imunossupressores, a reativagao
de infecgdes virais prévias pode estar associada a apresentagdes
clinicas mais severas, como leucopenia, hepatite, pneumonite e
encefalites 2?3, Alguns estudos sugerem que a ativagdo de um
ou mais beta herpes virus poderia explicar a apresentagdo mais
severa da doenga'. O maior risco de episodios de rejei¢ao aguda
e de infecgdes bacterianas e/ou fingicas oportunistas também
estdo relacionadas com as infecg¢des por herpes virus>?. Todos
esses fatores promovem impacto negativo na sobrevida do paciente
e do enxerto. Na presente série, apesar da menor incidéncia de
rejeicdo aguda comprovada por bidpsia no grupo HHV6 positivo,
observamos pior funcdo renal do enxerto ao final de dois anos de
acompanhamento. Essa disfung@o do enxerto pode ser atribuida
tanto a redugdo da imunossupressio (especialmente MMF) pela
ocorréncia de leucopenia, como também a ocorréncia de episddios
de rejei¢do subclinica. Por se tratar de estudo retrospectivo sem
realizacdo de biopsias renais protocolares, a analise da disfungédo
tardia do enxerto fica prejudicada. Da mesma forma, alguns
estudos sugerem que o HHV6 possa invadir o parénquima renal,
com alteragdes citopaticas de epitélio tubular e conseqiiente risco
de progressdo de nefropatia’.
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da doenga por CMV como na sobrevida do enxerto.

ABSTRACT

Purpose: HHV6 infections are common in humans. However, the frequency and its association with post-transplant complication remains
controversial. In recent years, viral infections have an increasing importance as a post-transplant complication, especially after the
development of more potent immunosuppressant drugs. The aim of this study was to identify the prevalence of HHV6 and its complications
in stable renal transplant recipients. Methods: HHV6 PCR was performed in 71 blood samples obtained from renal transplant recipients
in an average 12 months after transplant, comparing them to a control group of 112 healthy blood donors from the same geographic area.
Results: Prevalence of positive HHV6 PCR was significantly higher in the transplant population (36% vs.11%, p<0.05). In order to identify
risk factors for HHV6 infection and its complications, the transplant recipients were divided in 2 groups, according to the viral PCR status.
No differences in demographic parameters, serological status for Hepatitis B, C or Cytomegalovirus, immunosuppressant regimen or induction
therapy was observed between groups. However, HHV6 positive patients presented higher incidence of leukopenia, increased aminotransferase,
symptomatic or invasive Cytomegalovirus infection and associated viral infections, such as Herpes or Polyomavirus. Despite the lower incidence
of acute rejection episodes, the glomerular filtration rate was reduced in the HHV6 positive group after two years of follow-up. Conclusion:
In summary, HHV6 was more frequent in renal transplant patients than in the normal controls. HHV6 infection was associated to a higher
incidence of symptomatic or systemic Cytomegalovirus and other viral infections, and reduced graft function.

Keywords: Cytomegalovirus, Herpes Virus 6, Kidney Transplantation, Viral Diseases.
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