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RESUMO

Mais de meio século se passou desde os trabalhos pioneiros de transplante
experimental de figado e o estabelecimento do transplante hepéatico como
tratamento. Apesar de avancos, infeccdes persistem como a principal causa de
mortalidade em receptores de figado, sendo o Citomegalovirus (CMV) a infeccao
viral mais frequente, atuando como fator imunomodulador para outras infeccdes
oportunistas e rejeicao. Este trabalho avaliou a utilizacdo da antigenemia quantitativa
para CMV no diagnoéstico de infecgdo ativa em receptores de figado, determinando
seu limiar de positividade e desempenho para o diagndstico da sindrome
citomegalovirdtica. Um estudo de coorte prospectiva incluiu 44 receptores de figado
entre Margco de 2007 e Abril de 2009, que colheram 344 amostras submetidas a
antigenemia quantitativa por imunofluorescéncia para deteccdo do antigeno pp65. A
sindrome citomegalovirética foi definida segundo os critérios da literatura. Seu
desempenho foi avaliado através da area sob a Curva ROC, utilizando apenas
amostras com antigenemia maior ou igual a 1 célula positiva/200.000 leucdcitos,
sendo analisadas 52 amostras positivas, representando 24 pacientes. A area sob a
Curva ROC foi de 0,745 (IC 95% 0,606 — 0,856, p=0,006), obtendo boa capacidade
discriminatoria, estabelecendo como limiar de positividade para o diagnostico da
citomegalovirose um valor de antigenemia superior a 8 células positivas/200.000
leucdcitos, com uma sensibilidade de 88,9 (IC 95% 51,8 — 99,7) e especificidade de
74,4 (IC 95% 58,8 — 86,5). Em concluséo, utilizando a antigenemia quantitativa
positiva, o cut-off para diagndstico da sindrome citomegalovirética foi maior que 8
células positivas/200.000 leucdcitos, com uma performance considerada adequada
através de sua acuracia.

Palavras-chave: Figado, Antigenemia, Transplante hepatico



ABSTRACT

Over half a century has passed since the pioneering works of experimental liver
transplantation and the establishment of liver transplantation as treatment. Despite
advances, infections persist as the leading cause of mortality in liver transplant
recipients, having Cytomegalovirus (CMV) as its most frequent viral infection, which
acts as an immunomodulatory factor for other opportunistic infections and rejection.
This study evaluated the use of quantitative CMV antigenemia in the diagnosis of
active infection in liver transplant recipients, determining its cut-off and performance
for the diagnosis of CMV syndrome. A prospective cohort study included 44 liver
transplant recipients between March 2007 and April 2009, who collected 344
samples subjected to quantitative immunofluorescence antigenemia for pp65 antigen
detection. CMV syndrome was defined according to the criteria cited by the literature.
Its performance was assessed by the area under the ROC curve, using only samples
with antigenemia greater than or equal to 1 positive cell / 200,000 leukocytes,
analyzing 52 positive samples, representing 24 patients. The area under the ROC
curve was 0.745 (95% CI 0.606 to 0.856, p = 0.006), obtaining good discriminatory
capacity, establishing as a positivity cut-off for the diagnosis of CMV syndrome a
value of more than 8 positive cells /200,000 leukocytes, with a sensitivity of 88.9
(95% CI 51.8 to 99.7) and specificity of 74.4 (95% CI 58.8 to 86.5). In conclusion,
using positive quantitative antigenemia, the cut-off for diagnosing CMV syndrome
was higher than 8 positive cells/200,000 leukocytes, with a performance deemed
appropriate through its accuracy.

Keywords: Liver, Antigenemia, Liver Transplantation.
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1 INTRODUCAO

1.1 EVOLUCAO DO TRANSPLANTE HEPATICO

Ha pouco mais de uma geracdo, o tratamento de doencas hepaticas em
estagio final era muito limitado, restrito a tentativa frustrada de aliviar os sintomas da
piora clinica dos pacientes afetados. Estes acabariam passando pela insuficiéncia
hepatica e hipertensdo portal, com hemorragias varicosas, ascites intrataveis,
ictericia, peritonites, encefalopatia hepatica e coagulopatia, culminando com a
disfuncdo multissistémica. E tido que a expansdo do transplante de figado
transformou a hepatologia de uma disciplina meramente cerebral e académica para
uma especialidade ativa e intervencionista (DIENSTAG; COSIMI, 2012).

A evolugcdo da civilizagdo humana tem nos presenteado com avangos
inimaginaveis em tempos anteriores. A medicina, parte ativa desta civilizacao, é
ambiente propicio de desenvolvimento tecnoldgico surpreendente, onde “o que era
inconcebivel ontem e pouco viavel hoje, muitas vezes torna-se a rotina de amanha”.
(STARZL et al., 1982).

Pouco mais de meio século se passou desde os trabalhos pioneiros de
transplante experimental de figado em modelos caninos (MOORE et al., 1959;
STARZL et al., 1961; WELCH, 1955). Atualmente, o transplante hepético ortotépico,
que consiste na retirada de um figado doente e sua substituicdo, na mesma
localizacdo anatémica, por um figado, ou parte dele, saudavel (Figura 1), procedente
de um doador cadaver ou vivo (PRADOS; CUERVAS-MONS, 2005), é o tratamento
de escolha para varias doencas hepéaticas agudas e cronicas, que péem em risco a
vida ou causam piora importante da qualidade de vida do paciente e que ndo séo
curdveis com outros tratamentos (KEEFFE, 2001; PRADOS; CUERVAS-MONS,
2005). Nesse meio século, a terapia de transplante hepatico evoluiu com multiplas

etapas de desenvolvimento e afirmagéo.



14

Figura 1. Preparo do figado doado para transplante.

O primeiro transplante de 6rgéos solidos com éxito aconteceu em 1954 com
um transplante de rim entre irmédos gémeos idénticos (SNYDER, 2013). Porém,
enquanto as primeiras abordagens para a imunossupressao permitiram o
florescimento do transplante renal, os esforcos iniciais do transplante de figado
estagnharam, mesmo com as evidéncias em animais que sugeriam ser o figado um
orgdo imunologicamente privilegiado (DIENSTAG; COSIMI, 2012; KAMADA;
DAVIES; ROSER, 1981; KAMADA, 1985; ORLANDO; SOKER; WOOD, 2009;
THOMSON; KNOLLE, 2010).

Surgiram as primeiras tentativas de transplante hepatico ortotopico em
humanos, organizadas em ensaios clinicos, e com elas 0s primeiros insucessos
(STARZL et al., 1963). O primeiro receptor, operado por Starzl, sangrou até a morte
na mesa cirtrgica. No ano seguinte, mais cinco tentativas foram realizadas por Starzl
e mais duas em outros servi¢os, porém nenhum dos receptores sobreviveu mais de
23 dias. Com estas primeiras mortes, o transplante de figado parecia ter encontrado
obstaculos intransponiveis, como a ma func¢éo inicial do enxerto resultante de lesédo
isquémica e opc¢des limitadas de imunossupressao (azatioprina e prednisona), o que
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levavam a coagulopatia grave, infeccdo e faléncia de multiplos 6rgdos (DIENSTAG;
COSIMI, 2012).

A introducéo clinica, em 1966, do soro antilinfocito fez Starzl ousar tentar
mais uma vez e, em 1967, ele realizou o primeiro transplante de figado bem
sucedido em humanos, com sobrevida de 13 meses (STARZL; FUNG, 2010). Em
1968, Calne realizou o primeiro transplante de figado humano na Europa.
(DIENSTAG; COSIMI, 2012).

A evolucdo do conhecimento da fisiologia e anatomia cirdrgica do figado,
aliado ao desenvolvimento da preservacéo do figado extraido, trouxe esperanca ao
procedimento e produziu as primeiras sobrevidas acima de um més (STARZL et al.,
1968). Ainda assim, a sobrevida média dos transplantados hepaticos era menor que
50% em um ano (STARZL et al., 1982). Devido aos altos riscos e resultados pobres,
o transplante de figado ficava reservado como um ato derradeiro e heroico para
pacientes sem outras opc¢oes.

Mesmo com o reconhecimento da morte encefalica (BEECHER, 1968), que
possibilitou a captacdo de figados mais preservados, e levou a melhora da funcéo
hepatica inicial, a mortalidade permanecia alta (DIENSTAG; COSIMI, 2012).

A conquista seguinte - um melhor controle sobre a imunossupressao - trouxe
o avanco da longa sobrevida no pés-transplante. O surgimento da ciclosporina
(BOREL et al., 1977; CALNE et al., 1979), seguida pelo tacrolimo (MCMASTER,;
BUIST, 1993; MCMASTER et al., 1998; STARZL; DEMETRIS; VAN THIEL, 1989),
colocou o transplante hepatico sob nova perspectiva, permitindo o desenvolvimento
de programas de transplante por todo o mundo. A taxa de sobrevida em um ano era
de pelo menos 70% (IWATSUKI et al., 1988), com o advento dos primeiros pacientes
a sobreviverem por mais de uma década (STARZL, 1996). Este foi o ponto de
inflexdo da sobrevida, que fez o transplante de figado ser considerado como
aceitavel, aplicavel clinicamente e salvador de vidas em 1983 (“NATIONAL
INSTITUTES OF HEALTH - CONSENSUS DEVELOPMENT CONFERENCE
STATEMENT,” 1984).

Outros avancgos tornaram o transplante hepatico mais seguro, organizado,
rapido e reprodutivel. A técnica operatoria evoluiu, com alteragcbes importantes
(ADAM et al., 2003). A circulagéo extracorpOrea veno-venosa foi substituida pela
técnica de preservagao da veia cava retrohepatica “piggyback”. A incidéncia de
complicacbes biliares foi reduzida com a melhor preservacédo do tecido periductal.
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Conhecimentos de coagulacéo e aprimoramento da técnica operatéria diminuiram a
necessidade transfusional e suas decorrentes complicagdes e implicagfes, além de
melhorias na captacdo, preservacdo e alocacao de 6rgdos (STARZL; DEMETRIS;
VAN THIEL, 1989).

A aplicagdo do transplante de figado expandiu-se para incluir favoravelmente
pacientes mais saudaveis no inicio da doenca hepética, o que melhorou ainda mais
seus resultados. Tal expansdo de indicacbes chegou a ponto de incluir antigas
contraindicacdes, como hepatite B, etilismo crénico, carcinoma hepatocelular,
trombose de veia porta, idade avancada, dentre outras (ADAM et al., 2003; STARZL,;
DEMETRIS; VAN THIEL, 1989). Atualmente o transplante de figado exibe taxas de
sobrevida acima de 85% no primeiro ano e acima de 70% em cinco anos (DIENSTAG;
COSIMI, 2012), com custos altos, mas que equivalem as reinternacdes frequentes de
pacientes cirrgticos descompensados (STARZL et al., 1982).

Ainda assim, novos problemas sdo sempre motivagdes para novos avangos.
“O transplante de 6rgaos € vitima de seu proprio sucesso” (POLLARD, 1997), o que
tornou a falta de 6rgaos disponiveis o problema a ser resolvido. Doacéo intervivos,
“split-liver” e o transplante dominé sdo exemplos de técnicas desenvolvidas para
ajudar a solucionar as consequéncias dessa escassez, além do uso de figados
doados considerados marginais (ADAM et al., 2003; DIENSTAG; COSIMI, 2012).

Atualmente, o Brasil possui 0 maior programa publico de transplante
hepatico do mundo. Na Bahia, onde o programa de transplante hepético iniciou em
2001 no Hospital Portugués, esse procedimento encontra-se em franca expansao,
sendo o segundo centro do pais a usar a técnica piggyback com anastomose cava-
caval latero-lateral e o segundo a utilizar o tacrolimo como imunossupressor. No
altimo ano (2012), a sobrevida pés-operatéria foi 89,3% nos transplantes de figado

realizados em nosso estado.

1.2 INFECCAO E TRANSPLANTE

Apesar de tantos avancos e sucessos nha curta historia do transplante
hepético, as infecgcbes persistem como uma das principais causas de
morbimortalidade no pés-transplante (FISHMAN, 2007). Agentes imunossupressores

reduzem a incidéncia de rejeicdo do figado transplantado enquanto aumentam a
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susceptibilidade dos pacientes a infec¢cdes oportunistas (FISHMAN; RUBIN, 1998;
FISHMAN, 2007).

Cerca de dois tercos dos pacientes submetidos a transplante hepatico
apresentardo pelo menos um episddio de infeccdo importante, consequéncia da
fragilidade do receptor: portador de uma saude precéria no pré-transplante, submetido
a um procedimento complexo, e mantido sob imunossupressdo no poés-transplante
(FISHMAN, 2007). Em uma analise retrospectiva de 321 autopsias realizadas em
receptores de transplantes de figado entre 1982 e 1997, infeccéo foi a principal causa
de morte, responsavel por 64% dos O&bitos, sendo que dois tercos dos casos
ocorreram nos primeiros 100 dias apés a cirurgia (TORBENSON et al., 1998).

Melhoramentos técnicos do transplante de figado (ADAM et al., 2003;
DIENSTAG; COSIMI, 2012), o surgimento de novos esquemas imunossupressores
(MCMASTER; BUIST, 1993; MCMASTER et al., 1998), e o estabelecimento de
regimes de profilaxia de infec¢des bacterianas, virais e fungicas (FISHMAN, 2007)
proporcionaram uma diminuicdo das complicacdes infecciosas apds o transplante,
além da melhora da sobrevida (DIENSTAG; COSIMI, 2012). Entretanto, as
casuisticas continuaram a mostrar que mais de 50% dos receptores apresentam
pelo menos um episddio infeccioso durante o primeiro ano apés o transplante, com
28% a 77% dos 6bitos causados direta ou indiretamente por infec¢do ndo controlada
(CUBIELLA et al., 2001; GARCIA et al., 1998; LOSADA et al., 2002; PAYA et al.,
1993; SAINT-VIL et al., 1991; SINGH et al., 1994; WADE et al., 1995).

Um processo infeccioso ndo detectado ou nédo controlado precocemente
pode rapidamente evoluir para doenca disseminada e ameacar a vida. Por outro
lado, seu diagndéstico pode ser mascarado pela prépria imunossupressao (WADE
et al., 1995), sendo mais dificil reconhecé-lo em receptores de transplante do que
em pessoas com a funcdo imunoldgica normal, uma vez que 0s sinais e sintomas
de infeccdo podem ser comuns a outras causas, inclusive nao infecciosas
(FISHMAN, 2007).

Neste panorama, dificuldades ndo faltam no manejo clinico do paciente
transplantado de figado. Frequentemente, 0 receptor apresenta causas nao
infecciosas de febre, tal como a rejeicdo do 6rgado (FISHMAN; RUBIN, 1998). O uso
de antimicrobianos traz efeitos téxicos, além de poder interagir com 0s agentes
imunossupressores (KUYPERS, 2008). O espectro de patégenos potenciais €

amplo, e muitas vezes a infeccdo progride rapidamente, demandando assim um
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diagnostico microbiolégico precoce e especifico para orientar o tratamento e
minimizar o uso desnecessario de antimicrobianos (FISHMAN, 2007).

O risco de infeccédo se modifica ao longo dos meses de acompanhamento do
receptor de orgdo-solido (FISHMAN, 2007). Estas modificacbes ocorrem em
decorréncia de fatores como o risco de rejeicAo ao enxerto, a intensidade da
imunossupressao e outros fatores que possam contribuir para a suscetibilidade a
infeccdo. Estratégias de prevencédo de infeccdo (vacinacado, profilaxia universal e
terapia preemptiva) ajudaram a alterar a incidéncia e gravidade das infeccbes no
pés-transplante (FISHMAN, 2007; RUBIN, 1991, 2000).

Assim, um padrdo temporal das infecc6es de pacientes no poés-transplante
tornou-se conhecido. Infec¢des oportunistas sdo menos frequentes no primeiro més
pos-transplante devido a uma imunossupressao ainda incipiente. Em geral,
infeccdes nesse periodo séo originadas do doador ou do receptor ou séo fruto de
complicacbes cirargicas (FISHMAN, 2007). Entre o segundo e o sexto més pos-
transplante, infeccdes virais e episodios de rejeicdo sdo responsaveis pela maioria
dos quadros febris. A profilaxia com sulfametoxazol-trimetropim previne infec¢des
oportunistas bacterianas, enquanto que muitos servigos utilizam profilaxia universal
para herpesvirus (ALLICE et al., 2009; GRIFFITHS et al., 2008; KIM et al., 2012;
RUBIN, 2000; TRYPHONOPOQULOS et al., 2011). Apos seis meses de transplante, a
imunossupressao é reduzida em receptores com boa fungcédo do enxerto, diminuindo
bastante o risco de infeccdo. Ainda assim, esses pacientes permanecem com risco
elevado de infeccbes comunitarias, o que leva a recomendacdes universais de
cuidados higiénico-dietéticos (FISHMAN, 2007).

1.3 CITOMEGALOVIRUS

O Citomegalovirus (CMV) € um virus onipresente, de distribuicdo mundial,
com prevaléncia inversamente proporcional a condicdo socioeconbémica da
populacdo estudada (CANNON; SCHMID; HYDE, 2010; CHEN et al., 2012). Este
patogeno esta associado a doengas oportunistas, geralmente promovendo infeccbes
assintomaticas em situagfes de integridade do sistema imune. Ocasionalmente,
pacientes imunocompetentes apresentam uma sindrome de mononucleose
associada ao CMV (MOCARSKI; SHENK; PASS, 2007).
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Sua primeira apresentacao clinica reconhecida e descrita desde o final do
século XIX - a “Doencga de Inclusao Citomegalica” - € uma forma grave de doenca
congénita que era identificada por apresentar inclusdes intranucleares (lesées em
“olhos de coruja”) (REDDEHASE, 2006), vistas em células de glandulas salivares,
figado, pulmao, rim, pancreas e tiredide de autépsias de criancas (MOCARSKI;
SHENK; PASS, 2007). Como as evidéncias da época sugeriam uma etiologia viral, o
CMV acabou sendo isolado quase simultaneamente por trés laboratorios
independentes entre si em meados do século passado (ROWE et al., 1956; SMITH,
1956; WELLER et al., 1957).

O CMV pertence a familia Herpesviridae, sub-familia Betaherpesvirinae e
género Cytomegalovirus. Desconhecida até a década de 1960, a morfologia dos
virus dessa familia foi desvendada através de microscopia eletrdnica naguela época
(NIL; MORGAN; ROSE, 1968), quando foi observado seu formato icosaédrico
(Figura 2).

Capsideo
icosaédrico

DNA linear fita dupla

Tegumento

Membrana

lipidica

Glicoproteinas do envelope

Figura 2. Estrutura do citomegalovirus humano.
Fonte: Adaptado de BIOGRAFIX -’97 Marko Reschke. Disponivel em:
http://www.molbiol.princeton.edu/labs/enquist/research/PRVstructure.html.

A familia Herpesviridae possui oito diferentes tipos de virus compostos de

dupla fita de DNA, associados a um amplo espectro de doencas (Quadro 1). As
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principais caracteristicas destes virus sdo ubiquidade, potencial citotdxico e
capacidade de laténcia no hospedeiro, sendo, por isso, causadores das infecgoes
mais frequentes em pacientes imunocomprometidos (BELL, 1997; BROWN;
ABERNATHY, 1998). Desde 1973 o Grupo de Estudos dos Herpesvirus do Comité
Internacional de Taxonomia Viral classificou o CMV como Herpesvirus Humano 5
(HHV-5) (BROWN; ABERNATHY, 1998).

Subfamilias Espécies
Herpes simples tipo 1 (HSV-1/HHV-1)
Alfaherpesvirinae Herpes simples tipo 2 (HSV-2/HHV-2)

Virus Varicela-Zoster (VZV/HHV-3)

Herpesvirus Humano 6 (HHV-6)
Betaherpesvirinae Herpesvirus Humano 7 (HHV-7)
Citomegalovirus (CMV/HHV-5)

Herpesvirus Humano 8 (KSHV/HHV-8)

Gamabherpesvirinae . _
Virus Epstein-Barr (EBV/HHV-4)

Quadro 1. Familia Herpesviridae.

Considerado o maior membro desta familia, o CMV possui um diametro de
aproximadamente 200 nm (BROWN; ABERNATHY, 1998; COSTA, 1999;
MOCARSKI; SHENK; PASS, 2007). Seu genoma é constituido por uma fita dupla de
DNA, contendo: cerca de 240 quilobases; um capsideo icosaédrico de
aproximadamente 150 nm de diametro contendo 162 capsOGmeros; um material
amorfico e assimétrico rodeando o capsideo e designado tegumento ou matriz; e um
envelope glicolipidico contendo glicoproteinas virais e proteinas integrais em sua
superficie (ALFORD; BRITT, 1990; MOCARSKI; SHENK; PASS, 2007; MOCARSKI
et al., 1990).

O capsideo icosaédrico, é formado por subunidades de capsdmeros e é
envolvido por um tegumento amorfo, que é constituido por trés fosfoproteinas
predominantes: ppl50, pp65 e pp71, derivados dos genes UL32, UL83 e UL82,
respectivamente. Suas funcdes ndo sdo bem conhecidas, entretanto, elas sao
antigénicas e marcadores recentes de infecgdo viral, uma caracteristica que esta

sendo utilizada no diagnostico, em particular a pp65 na técnica de antigenemia
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(BRENNAN, 2001; HOZ; STEPHENS; SHERLOCK, 2002; KERN et al., 2002;
MARCHETTI et al., 2011).

O CMV é clinicamente importante em situacées onde ha alteracdo da
imunidade celular, seja pela sua auséncia (como nas infec¢cdes congénitas
transplacentérias), por seu comprometimento (como na Sindrome de
Imunodeficiéncia Adquirida - SIDA), ou por sua supressao para evitar a rejeicéao
celular a enxertos (como nos receptores de transplantes de oOrgaos solidos ou
medula 6ssea) (MOCARSKI; SHENK; PASS, 2007).

Sua transmissdo ocorre normalmente pelo contato com secrecdes
infectadas, como saliva, urina, leite materno e secre¢cbes genitais. Esta € mais
comum nos primeiros anos de vida em paises em desenvolvimento, e aumenta
progressivamente com a idade em paises mais desenvolvidos. A infeccédo primaria
promove uma resposta imune celular ampla, intensa e duradora em pacientes
imunocompetentes (KERN et al., 2002; SYLWESTER et al., 2005), que mantém o
virus em estado de laténcia, mas ndo impede as reinfeccbes por cepas distintas.
Quando estas ocorrem, ha uma limitacdo dos padrées agudos de doenca tanto em
pacientes imunocompetentes quanto em pacientes imunocomprometidos
(MOCARSKI; SHENK; PASS, 2007).

O CMV é o Uunico herpesvirus com transmisséo transplacentaria natural,
podendo promover dano neurolégico ao recém-nascido (MOCARSKI; SHENK;
PASS, 2007). Este tipo de transmissdo ocorre menos frequentemente durante a
infeccdo recorrente (BOPPANA et al., 2001) do que na infeccdo priméria devido ao
controle imune adaptativo (FOWLER et al., 1992).

Durante a infec¢cdo aguda, o virus infecta células da linhagem mieldide,
servindo tanto para sua disseminacdo para outros tecidos, quanto como local de
laténcia por toda a vida do hospedeiro (HERTEL et al., 2003; KERN et al., 2002;
SYLWESTER et al., 2005). Macréfagos e células dendriticas sdo de origem mielbide
e residem em todos os tecidos que sao fontes de transmisséao viral por transplante
de 6rgdos sdélidos (MOCARSKI; SHENK; PASS, 2007). Além disso, no sangue
periféerico o CMV é altamente associado a presenca de células, podendo ser
transmitido em transfusdes de hemacias, plaguetas e leucocitos, mas ndo com
plasma fresco congelado ou crioprecipitado (CECCHERINI-NELLI et al., 2004).

Por serem células apresentadoras de antigenos e participantes importantes

da resposta celular mediada por linfécitos T, macrofagos e células dendriticas
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infectados estéo sujeitos a imunomodulacéo por produtos do gene viral (HERTEL et
al., 2003; KERN et al., 2002; KUMAR et al., 2009; SYLWESTER et al., 2005). Isto
permite que 0 virus escape do clareamento imune, o0 que contribui com sua
persisténcia no organismo. Além disso, essas funcbes moduladoras facilitam a
infec¢@o primaria, sua disseminacao pelo organismo e prolongam sua replicacdo. O
controle da replicacdo ocorre pela resposta imune mediada por linfécitos T apds um
periodo prolongado, acarretando em viremia continua apés a infeccdo primaria com
aumento do risco de transmissao, que pode durar meses no hospedeiro adulto até
anos em criancas (MOCARSKI; SHENK; PASS, 2007).

Assim, além da infecgdo primaria e da reinfecgdo, através de transmissao
pelo 6rgdo doado, transfusbes sanguineas ou mesmo contato interpessoal,
pacientes receptores de figado podem também apresentar reativacdo do virus
latente celular (BURAK et al., 2002; LAUTENSCHLAGER, 2009; RAZONABLE,
2008). Para tanto, trés eventos sao fundamentais para o desenvolvimento da
doenca: um periodo pro-inflamatério, mediado por citocinas que estimulam células
infectadas e reativam o virus latente a se replicar; a imunossupressao, que permite a
amplificacdo do virus via replicacdo produtiva local ou sistemicamente; e finalmente
0 dano viral direto ou indireto sistémico ou a um 6rgdo alvo (MOCARSKI; SHENK;
PASS, 2007).

1.4 CITOMEGALOVIRUS E TRANSPLANTE DE FIGADO

O CMV é uma das infeccbes mais comuns dos receptores de figado, e
também uma das mais dificeis de diagnosticar, pois necessita determinar-se se 0
CMV é a causa dos sintomas apresentados. O espectro dos sintomas pode variar
desde uma sindrome febril até uma infeccao sistémica fatal(RAZONABLE, 2008).

Existem trés manifestacbes clinicas basicas do CMV em pacientes
transplantados de o6rgaos soélidos (LJUNGMAN; GRIFFITHS; PAYA, 2002,
RAZONABLE, 2008): a sindrome CMV, caracterizada por febre associada a astenia,
por vezes artralgias e “rash” cutaneo, neutropenia, plaquetopenia e elevagao de
transaminases; a doenga organica, que requer a deteccdo do virus no tecido, como
pneumonite, gastroenterite, hepatite, retinite, pancreatite, miocardite e raramente

encefalite ou neuropatia periférica; e os efeitos indiretos, como o risco de infecgbes
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oportunistas virais e bacterianas, a reativacdo do virus C da hepatite (HCV) e a
rejeicdo do enxerto (BOSCH et al., 2011).

Esses efeitos indiretos sdo consequéncias da mesma imunomodulacdo que
protege o CMV da imunidade do hospedeiro, e de sua predilecdo por células
imunologicas (HERTEL et al.,, 2003; KERN et al., 2002; KUMAR et al., 2009;
SYLWESTER et al., 2005). Assim, ndo é incomum que infeccbes por outros
herpesvirus ocorram em pacientes infectados pelo CMV (SAMPAIO et al., 2011).

O risco de manifestagdes clinicas decorrentes da infeccédo por CMV varia de
acordo com o 6rgdo transplantado, do tipo e intensidade da imunossupressao
(MOCARSKI; SHENK; PASS, 2007; ROWSHANI et al., 2005), o que implica na
adocdo de diferentes métodos de diagndsticos e esquemas preventivos pelos
diversos servicos de transplante. O transplante de figado € considerado como de
risco moderado, uma vez que reconhecidamente é um 6&rgao privilegiado
imunologicamente (THOMSON; KNOLLE, 2010). Estudos experimentais -
principalmente em ratos (KAMADA; DAVIES; ROSER, 1981; KAMADA, 1985) -
demonstraram que o figado é o 6rgdo mais tolerado pelo sistema imune. Em
humanos esse fendbmeno se repete (PAGE; DAR; KNECHTLE, 2012), podendo
chegar a situacdes onde a imunossupressdo pode ser suspensa, hao ocorrendo
fendmeno de rejeicdo (ORLANDO; SOKER; WOOD, 2009).

A incidéncia das manifestacdes clinicas do CMV em pacientes receptores de
figado € de 18% a 29%, variando de acordo com a sorologia tanto do doador quanto
do receptor (RAZONABLE, 2008; TRYPHONOPOULOS et al., 2011). O maior risco
ocorre quando h& sorologia para CMV reagente no doador (D+) e ndo reagente no
receptor (R-) (BOSCH et al, 2011; LAUTENSCHLAGER, 2009;
TRYPHONOPOULOS et al.,, 2011), mas também pode ocorrer em receptores
reagentes (R+), em geral por reativacdo do proprio virus latente
(LAUTENSCHLAGER, 2009).

A utilizacdo meramente qualitativa de antigenemia ou reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real (“real-time PCR” — RT-PCR) para CMV n&o prevé o risco
de se desenvolverem manifestacdes clinicas associadas ao CMV em receptores de
figado, como ocorre em transplantados de medula 6ssea (BONON et al.,, 2006;
PERES et al., 2010). Para receptores de figado ndo ha ainda um valor de corte (“cut-
off’) determinado para indicar o uso propriamente do tratamento da doenca
citomegalovirética (MARCHETTI et al., 2011; SANGHAVI et al., 2008).
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Estratégias de prevencdo de infeccdes por CMV tém revolucionado os
cuidados pos-transplante (FISHMAN, 2007). Duas condutas preventivas sao
utilizadas: a profilaxia universal, onde a terapia antiviral € fornecida a todos os
pacientes em situacdo de risco, por um periodo definido; e a terapia preemptiva,
onde ensaios laboratoriais quantitativos - como a antigenemia ou o RT-PCR - sé&o
usados para monitorar pacientes em intervalos predefinidos, a fim de detectar a
infeccdo antes de surgirem sintomas. Dependendo dos protocolos de cada servico,
um resultado positivo da inicio ao tratamento antiviral ou a reducdo da
imunossupressdo, ou a ambos (FISHMAN, 2007; KIM et al, 2012;
LAUTENSCHLAGER, 2009; TRYPHONOPOQULOS et al., 2011).

Sem prevencao, as infeccbes por CMV podem ocorrem em receptores de
figado (BOSCH et al., 2011; LAUTENSCHLAGER, 2009; SEEHOFER et al., 2002),
principalmente durante os primeiros trés meses, quando a imunossupressao € mais
intensa (FISHMAN, 2007; LAUTENSCHLAGER, 2009; MOCARSKI; SHENK; PASS,
2007). Assim, a alternativa as estratégias preventivas - ou seja, 0 tratamento
empirico da doenca manifesta - incorre em riscos de complicagdes para o receptor
de figado, enquanto que a terapia preemptiva aumenta os custos extras com 0
monitoramento e o atendimento ambulatorial, e a profilaxia universal expde o0s
pacientes aos efeitos toxicos da terapia antiviral profilatica (FISHMAN, 2007).

Esquemas preventivos geralmente utilizam ganciclovir ou valganciclovir
(ALLICE et al., 2009; ASBERG et al., 2009; EID et al., 2008; KIM et al., 2012,
TRYPHONOPOULOS et al, 2011). Apesar de reduzirem a incidéncia de
manifestacdes clinicas do CMV, seu uso é associado a supressdo de medula
O0ssea, a inducdo de resisténcia aos antivirais e ao desenvolvimento tardio de
manifestacdes pelo CMV (EID et al., 2008; FISHMAN, 2007; KIM et al., 2010). Em
nosso meio, resisténcia ao ganciclovir ja foi descrita em transplantado renal
(PEIXOTO et al., 2012).

Custos elevados limitam a utilizacdo das estratégias preventivas em
receptores de figado em paises em desenvolvimento, que sdo regides de alta
soroprevaléncia para CMV (CANNON; SCHMID; HYDE, 2010), onde a populacéo
geralmente é infectada desde a infancia (CHEN et al., 2012). Informag8es sobre a
infeccdo por CMV em receptores de figado dessas regies e seu comportamento
com o uso de ensaios clinicos, como a antigenemia, sdo importantes para ajudar a

racionalizar as estratégias preventivas, reduzindo custos e dando cobertura aos
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pacientes em maior risco (KIM et al., 2010). E importante ressaltar que a

antigenemia quantitativa é um teste que possui menor custo que o RT-PCR

guantitativo e, por isso, tem sido empregada na rotina para triagem do CMV em

varios estados brasileiros.
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2 JUSTIFICATIVA

Populacdes de paises em desenvolvimento apresentam alta soroprevaléncia
para CMV e geralmente estdo em contato com o virus desde a infancia, o que pode
alterar o desenvolvendo das manifestacdes clinicas em situacdes de reinfec¢do ou
reativacao do virus no seguimento pés-transplante de figado.

Devido a maior tolerancia imunoldgica, o receptor de figado apresenta risco
moderado de desenvolver manifestagfes clinicas associadas ao CMV quando
comparado a outros transplantes de érgao sélido ou ao transplante de medula
O0ssea. Assim, com o crescente aumento de transplantes de figado realizados e os
custos das estratégias preventivas existentes, € necessario determinar, nas
populacdes de alta soroprevaléncia para CMV, o risco desta infeccdo em receptores
de figado e a interpretacdo da antigenemia quantitativa para aprimorar as

estratégias de prevencao nesses pacientes.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a utilizacdo e desempenho da antigenemia quantitativa para o
diagndstico da infeccéo ativa por CMV em receptores de figado em uma populacdo

de alta soroprevaléncia para CMV.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar a soroprevaléncia de CMV em receptores de figado do estado da
Bahia.

2. Estimar a incidéncia da infec¢éo ativa por CMV nestes receptores.

3. Determinar o periodo de maior incidéncia das manifestacdes clinicas da infeccdo

ativa por CMV nestes receptores.

4. Determinar a sobrevida dos receptores de figado, avaliando sua relacdo com a
infec¢do por CMV.

5. Determinar o “cut-off” da antigenemia quantitativa para o diagnéstico de doenca

ativa por CMV.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 DESENHO E POPULACAO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo de coorte prospectivo, com coleta retrospectiva, com
pacientes transplantados de figado submetidos a antigenemia quantitativa para
diagnéstico e monitorizacdo da infeccdo por CMV. Todos os transplantes foram
realizados no Hospital Portugués, na cidade de Salvador — Bahia. Trata-se de um
hospital terciario filantrépico, que realiza transplantes de figado desde 2001, com
uma média de 27,3 transplantes por ano a época do estudo, no periodo de marco de

2007 a abril de 2009, com segmento pos-transplante.

4.2 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Foram critérios de inclusdo: dados completos em prontuarios médicos;
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e realizagdo de pelo
menos um teste de antigenemia durante o seguimento pos-transplante.

Foram excluidos o0s pacientes que nao assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido ou que nao colheram antigenemia para

diagndstico e monitorizagédo da infecgédo por CMV.

4.3 COLETA DE DADOS E VARIAVEIS DE INTERESSE

A coleta dos dados foi feita de forma retrospectiva a partir de revisdo dos
prontudrios e outros registros médicos. Dados clinicos e laboratoriais dos pacientes
foram avaliados a época das coletas das amostras de antigenemia. Durante o
acompanhamento ambulatorial, amostras de sangue total dos receptores foram
coletadas em intervalos de tempo nao padronizados, a critério do medico assistente
com o objetivo de monitorizar e diagnosticar a infeccdo por CMV. Os desfechos
analisados foram o tempo de livre de sindrome citomegalovirética e sobrevida em

um e quatro anos.
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A técnica de antigenemia utilizada foi para detec¢cdo do antigeno pp65 do
CMV através do uso de anticorpos monoclonais primérios, referida pelo Kit CMV
Brite Turbo Antigenemia (DPM Diagnéstica) (PERCIVALLE et al., 2008). Foram
coletados de 2 a 5 ml de sangue periférico em tubo com EDTA, onde as amostras

foram processadas no maximo 6 horas apoés a coleta.

Segue um resumo das principais etapas:

a) Lise de hemécias e preparacdo da suspensédo de leucécitos: Em 2ml de sangue

foram adicionados 30mL de solucéo de lise de heméacias resfriada a 4°C, em casos
de neutropenia, foram utilizados 4mL de sangue e o dobro de solucdo de lise de
hemacias. A mistura foi incubada por 5 a 10 min a 4°C. Apés centrifugacdo por 2 min
a 2.500rpm, o sobrenadante foi adicionado 5mL de PBS ao pellet de leucécitos. Em

pacientes com neutropenia severa foram adicionados apenas 2mL de PBS ao pellet.

b) Preparacdo das laminas, coloracdo e marcacdo: Foi realizada a contagem de
leucécitos em camera de Neubauer e o ajuste do volume para 2x10° células por mL
com PBS. As laminas foram preparadas em triplicatas para cada paciente. Foi
realizada a seguir a fixagcdo, permeabilizacdo, coloracdo e marcacdo das laminas,
seguindo todas as etapas referidas pelo Kit CMV Brite Turbo Antigenemia (DPM
Diagnostica®) (PERCIVALLE et al., 2008). Em todos os ensaios foram utilizados
controles positivos e negativos para todas as reagdes em paralelo com as amostras
para validagédo dos resultados.

c) Leitura e interpretacdo das laminas: para leitura das laminas foi utilizado um

microscoépio de fluorescéncia - Olympus BX 40 - com aumento de 400X, combinac¢éo
para uso do FITC; Cubo de fluorescéncia: U — MNB; Comprimento de onda para
excitacao: 470 — 490 nm; e comprimento de onda para emissédo: > 515 nm. Todos
os campos foram analisados, as células positivas mostraram coloracdo verde
amarelada no nucleo das células polimorfonucleares (Figura 3), pela deteccdo do
antigeno pp65 e as células negativas ndo apresentaram esse tipo de coloracdo. Foi
realizada uma contagem global das células positivas com liberacdo de um resultado
guantitativo, sendo indicado o numero de células em 200.000 leucdcitos analisados,

que equivalem aproximadamente 100.000 polimorfonucleares.
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Figura 3. Antigenemia para CMV (Kit Turbo-IQ Products).
A. Controle Negativo B. Controle Positivo
C. Patiente 1 (Antigenemia positiva) D. Patient 2 (Antigenemia positiva)

4.4 ANALISE ESTATISTICA

As variaveis categoricas foram expressas através de suas proporcdes.
Foram calculadas médias e desvios padrdo para as varidveis continuas com
distribuicdo normal e medianas, e quartis para as ndo normais.

Para a analise da sobrevida em um e quatro anos foram considerados os
Obitos (data do 6bito) por qualquer causa. Foram censurados, ao final do estudo, os
pacientes que permaneceram vivos ap0s um e quatro anos do transplante hepatico.
Para os pacientes com acompanhamento perdido, a data da censura foi aquela do

altimo registro em prontuario médico ou ultimo contato dos pesquisadores. Foram
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calculadas as func¢des de sobrevida empregando-se o método de Kaplan-Meier, no
qual foram estimadas curvas, agrupando-se 0s pacientes segundo as variaveis
selecionadas para o estudo e tendo sido utilizado o teste de Log-rank (Mantel-Cox)
ou Breslow (Generalized Wilcoxon) para comparacao das funcdes de sobrevida para
cada variavel. O tempo livre de sindrome citomegalovirética foi analisado com a
mesma metodologia.

Para avaliar o desempenho da antigenemia quantitativa para CMV no
diagnéstico de infeccdo ativa em pacientes transplantados de figado e determinar o
seu cut-off, foi analisada a capacidade discriminatoria do exame, ou seja, sua
capacidade de distinguir os doentes dos ndo doentes, através do calculo da area
sob a curva ROC (AUC ROC). A auséncia de células positivas na antigenemia
guantitativa € compativel com a auséncia de doenca. Para aqueles cuja antigenemia
apresenta um resultado positivo, ou seja, maior que 0 células / 200.000 leucécitos, é
que existe davida acerca da presenca ou ndo de doenca citomegalovirética. Assim
nesta andlise, apenas 0s casos com antigenemia positiva foram considerados.

Todos os testes foram bicaudados e foram considerados estatisticamente
significantes resultados com valores de p < 0,05. Os dados foram analisados com
auxilio dos softwares Statistical Package for Social Sciences (SPSS, versdo 20.0,
Chicago, IL, USA) e MedCalc (versédo 12.1.4.0, Bélgica).
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5 ASPECTOS ETICOS

Este estudo respeitou 0s principios éticos de pesquisa previstos na
Resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude e foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Fiocruz (CEP/CPqGM/Fiocruz), e todos os pacientes incluidos

no presente estudo assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
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6 RESULTADOS

Foram realizados 60 transplantes de figado no periodo analisado, sendo que
44 receptores realizaram ao menos uma antigenemia quantitativa no periodo de
acompanhamento pdés-transplante (com um minimo de um e maximo de 17 exames

realizados). Os dados desses pacientes estdao resumidos na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas da amostra e apresentacdo da sindrome citomegalovirética (n=44)

Variavel n (%)
Sexo do receptor — masculino 35 (79,5)
Idade ao transplante (média + DP) 60,8+ 7,2
Etiologia da doenca hepatica (n=64)
Hepatite C? 20 (31.3)
Doenca Alcodlica do Figado? 15 (23.4)
Hepatocarcinoma® 7 (10.9)
Criptogénica 5(7.8)
Hepatite auto-imune 3(4.7)
Hepatite fulminante 1(1.6)
Cirrose biliar primaria 1(1.6)
Budd-Chiari 1(1.6)
Hepatite B 1(1.6)
Sorologia positiva para HCV (receptor) 20 (45.5)
Recidiva do HCV 5 (25.0)
Sorologia positiva para CMV (receptor) 40 (90.9)
Desenvolvimento de sindrome citomegalovirética em até 180 dias 18 (40,9)
Tempo livre de sind. citomegalovirética até 180 dias (média + EP) 148.4+7.6
Sinais / sintomas associados a sindrome citomegalovirética
Leucécitos (média + DP) 2.677,2+921,4
Plaguetopenia (< 1 x 10"5) 36 (70,6)
Fraqueza 22 (45,8)
Cefaléia 20 (43,5)
Diarréia 18 (36,7)
Mialgia 10 (21,3)
Artralgia 10 (21,3)
Azia 9(19,1)
Dor abdominal 9 (18,8)
Coélica 8 (17,4)
Vomitos 8 (17,0)
Exantema 5 (10,6)
Febre 2(41)
Rejeicéo 1(2.3)
Retransplante 1(2.3)
Obito em 01 ano 6 (13.6)
Sobrevida em 01 ano, em dias (média + EP) 338.2+114
Obito em 04 anos 12 (27.3)
Sobrevida em 04 anos, em dias (média + EP) 11952+ 725
Causa do 6bito
Sepse 3(25.0)
Disfuncéo do enxerto 1(8.3)
Metéstase de Hepatocarcinoma 1(8.3)
Recidiva de HCV 1(8.3)
Doencga citomegalovirética 1(8.3)
Infarto Agudo do Miocardio 1(8.3)
Acidente Vascular Cerebral 1(8.3)
Tuberculose miliar 1(8.3)
Cancer de célon 1(8.3)
Leptospirose 1(8.3)

* DP: desvio padrédo; EP: erro padréo; * Hepatite C associado a Hepatocarcinoma estava presente em 05
pacientes e Hepatite C associado a Doenga Alcodlica do Figado estava presente em outros 05 pacientes.
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A maioria dos receptores foi do sexo masculino (79,5%), apresentando idade
média de 60,8 anos ao transplante e tendo a infec¢do pelo virus da Hepatite C
(HCV) como principal etiologia da doenca hepatica. Dos 44 pacientes avaliados,
todos realizaram sorologia para CMV na avaliacdo pré-transplante, sendo que 40
apresentavam sorologia positiva (R+), representando 90,9% do total. Entre os
doadores, 32 (72,8%) ndo constava a sorologia para CMV. Entre aqueles com
sorologia registrada, nove foram positivos (D+) e apenas trés foram negativos (D-).

A definicdo clinica de infeccdo por CMV foi a apresentacdo de quadro viral
(febre e/ou astenia) associado a leucopenia (leucécitos < 4.000/mL) e/ou
plaquetopenia (plaquetas < 100.000/mL), e/ou sintomas gastrointestinais, enterite,
hepatite, artralgia, retinite, pneumonite, colite, esofagite, encefalite (LJUNGMAN;
GRIFFITHS; PAYA, 2002). Dos pacientes estudados, 18 (40,9%) apresentaram
quadro clinico compativel com infeccdo ativa por CMV no periodo de
acompanhamento até 180 dias, com tempo médio livre de doenca de 148,4 + 7,6 dias.

Ao estratificarmos a analise segundo a sorologia para CMV do receptor (R+
e R) (Gréfico 1, painel A), obtém-se curvas que tendem a se distanciar numa fase
precoce (primeiros dois meses) dos 180 dias (Generalized Wilcoxon test, p = 0,058),
com menor tempo livre de doenca naqueles com sorologia negativa. No entanto, as
curvas voltam a se aproximar até o final do periodo (Log Rank test, p = 0,106), o que
sugere uma relevancia maior do estado sorolégico quanto ao CMV nos primeiros
dois meses pos-transplante. Dois receptores com sorologia negativa (R-)
apresentaram quadro clinico de infeccdo por CMV (50% neste subgrupo), sendo os
outros 16 casos de receptores com sorologia positiva (D+) (40% neste subgrupo).

A sobrevida média em um ano foi de 338,2 +11,4 dias, com seis pacientes
falecidos nesse periodo. Em quatro anos, a sobrevida média foi de 1195,2 + 72,5
dias, com 12 O6bitos nesse periodo. As causas dos Obitos estdo relacionadas na
Tabela 1 e incluem sepse, disfuncdo do enxerto, recidiva de HCV e um quadro de
doenca viral citomegalovirGtica. Receptores com sorologia negativa para CMV
apresentaram menor sobrevida (Grafico 1, painéis B e C), tanto para um ano de
acompanhamento, quanto para um acompanhamento de quatro anos (p = 0,022 e p
= 0,004, respectivamente).
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Gréfico 1. Curvas de tempo livre de sindrome citomegalovir6tica em 180 dias (A) e
sobrevidas em 01 (B) e 04 anos (C), segundo a sorologia para CMV do receptor.

Dos 44 receptores de figado, 20 apresentavam sorologia positiva para HCV
(45,5%). Destes pacientes, cinco apresentaram recidiva do HCV (25%), sendo
tratados de acordo com o protocolo local. Um destes pacientes foi a Obito em
consequéncia de cirrotizagcdo do enxerto (Tabela 1). Houve ainda um caso de
rejeicdo, tratada de acordo com o protocolo do servico e um retransplante por

estenose biliar tardia.
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Houve uma tendéncia a menor sobrevida em quatro anos no subgrupo de
pacientes com sorologia positiva para HCV (p = 0,089), com 40% mortalidade ao

final do periodo (Gréfico 2).

Log Rank test, p = 0.089

T T T T T T T T
0 180 360 540 720 900 1080 1260 1440
Sobrevida em 04 anos (dias)

HCV negativo HCV positivo

Grafico 2. Curva de sobrevida em quatro anos segundo a sorologia para HCV do receptor.

Dos 44 receptores, houve um total de 344 amostras submetidas a
antigenemia, com um minimo de uma e maximo de 17 amostras por paciente,
respectivamente. Destas, apenas 52 amostras foram positivas (= 1 célula positiva)
pela antigenemia, representando 24 pacientes. A mediana da antigenemia foi de 3
células positivas/200.000 leucdcitos, com Intervalo Interquartil 1,0 — 26,75.

A é&rea sob a Curva ROC foi de 0,745 (IC 95% 0,606 — 0,856, p = 0,006), o
que representa uma boa capacidade discriminatéria, e foi estabelecido como limiar
de positividade para o diagnéstico da citomegalovirose um valor de antigenemia
superior a 8 células positivas/200.000 leucécitos, com uma sensibilidade de 88,9 (IC
95% 51,8 — 99,7) e especificidade de 74,4 (IC 95% 58,8 — 86,5). Este limiar resultou
numa razao de propabilidade (RP) ou razéo de verossimilhanca positiva de 3,47 (IC
95% 2,6 — 4,6) e RP negativa de 0,15 (IC 95% 0,02 — 1,0) (Gréfico 3).
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Grafico 3. Curva ROC (Receiver Operator Curve) para a antigenemia quantitativa e

diagndstico de sindrome citomegalovirética. AUC: Area Under the Curve.

37



38

7 DISCUSSAO

O transplante hepatico tem cada vez mais se estabelecido como tratamento
de escolha para doencas hepaticas incuraveis por outros métodos, e ndo apenas
para estagios terminais de doenca (ADAM et al., 2003; DIENSTAG; COSIMI, 2012;
KEEFFE, 2001). Sua frequéncia vem aumentando no mundo inteiro, incluindo os
paises em desenvolvimento, regides onde a soroprevaléncia para o CMV € alta
desde a infancia (KIM et al., 2010).

A infecgdo por CMV tem sido uma realidade desde o inicio dos transplantes
de figado, causando morbimortalidade consideravel (FISHMAN; RUBIN, 1998). A
instituicdo de estratégias preventivas em paises desenvolvidos ajudou a reduzir seu
impacto, melhorando ainda mais seus resultados (FISHMAN, 2007). Esses locais,
porém, possuem uma menor soroprevaléncia para o CMV, que aumenta com a
idade (CANNON; SCHMID; HYDE, 2010).

Na profilaxia primaria, todos os pacientes utilizam medica¢do por um periodo
determinado do pds-transplante, geralmente nos trés meses iniciais (FISHMAN,
2007). Pode-se utilizar drogas antivirais, como ganciclovir ou valganciclovir, ou
anticorpos monoclonais anti-CMV (ALLICE et al., 2009; KIM et al., 2012; RUBIN et
al., 2000; TRYPHONOPOULOS et al., 2011). Sua eficacia € alta, com reducéo das
manifestacdes clinicas relacionadas ao CMV e suas consequéncias (FISHMAN,
2007). Ha, porém, os riscos de efeitos adversos das medicacbes, a inducdo de
resisténcia ao ganciclovir (ALLICE et al., 2009; EID et al., 2008; GRIFFITHS et al.,
2008) e o surgimento de manifestacbes tardias do CMV quando a profilaxia é
suspensa (FISHMAN, 2007; KIM et al., 2010; LAUTENSCHLAGER, 2009). Seu uso
em paises em desenvolvimento também é limitado pelo alto custo das medicacoes.

Ja no tratamento preemptivo, o paciente € monitorizado por um periodo de
tempo através de exame laboratorial, seja antigenemia ou RT-PCR, que determina
ndo apenas a presenca de inclusdes virais ou copias virais, mas também as
guantificam (CORTEZ et al., 2003; HUMAR et al., 1999; MARCHETTI et al., 2011).
Caso a monitorizacdo revele a presenca de CMV, mesmo antes que 0 paciente
desenvolva sintomas relacionados, € iniciado seu tratamento como prevencdo a
doenca citomegalovirética. Do mesmo modo, a incidéncia de manifestacdes clinicas
relacionadas ao CMV e suas consequéncias sao reduzidas, contudo também podem

ser observadas as consequéncias do uso universal das medicagbes antivirais



39

(efeitos adversos, resisténcia a ganciclovir e as manifestagdes tardias ao CMV) (KIM
et al.,, 2012; PETIGNAT et al., 2000; RAYES et al., 2001; TRYPHONOPOULOS et
al., 2011). Paises em desenvolvimento encontram limitagbes quanto ao custo dos
exames laboratoriais, uma vez que cada paciente realiza exames com frequéncia
semanal até trés meses pos-transplante.

Assim, regides com alta soroprevaléncia para CMV pouco realizam em
termos de estratégia preventiva contra a infeccdo por CMV em receptores de figado,
permitindo uma “evolugcao natural da doenca” e o tratamento de pacientes que
apresentam manifestaces Obvias ou sugestivas de CMV (KIM et al., 2010).

Em nosso estudo, aproveitamos a implantacdo da antigenemia quantitativa
para CMV em um servico de transplante de figado da cidade de Salvador, no
nordeste do Brasil, e avaliamos seus resultados. No inicio do estudo o grupo ja havia
realizado 40 transplantes ortotopicos de figado, tendo completado 100 transplantes
ao final do periodo estudado. Dos 60 pacientes que realizaram transplantes no
periodo, 44 realizaram pelo menos uma antigenemia quantitativa para CMV.

Durante o periodo de implantacdo, ndo existia um protocolo de prevencao,
uma vez que o tratamento especifico para CMV era baseado em manifestacfes
clinicas decorrentes da infeccdo ativa, sendo a antigenemia uma confirmacgéo
laboratorial da infecgdo por CMV. As modalidades de tratamento variaram desde a
simples reducdo da imunossupressdo até a internacdo para o uso de ganciclovir
intravenoso.

Nesse periodo, de acordo com a definicao clinica, 18 receptores (40,9%)
desenvolveram manifestacbes clinicas de infeccdo por CMV, apesar de 24
receptores (54,5%) apresentarem antigenemia positiva em algum momento do
acompanhamento. Esses resultados sdo um pouco acima da incidéncia descrita
na literatura (RAZONABLE, 2008; TRYPHONOPOULOS et al.,, 2011), mas
corroboram o fato de que nem todo receptor infectado desenvolve manifestacdes
clinicas da infeccdo por CMV (FISHMAN, 2007; LAUTENSCHLAGER, 2009;
RAZONABLE, 2008).

Todos os 18 pacientes foram submetidos a tratamento para CMV com
manejo da imunossupressao e o uso de ganciclovir. O periodo de desenvolvimento
de doenca ocorreu nos primeiros meses de transplante, com tempo médio de 148,4

+ 7,6 dias, compativel com o descrito para as manifestac6es de infecgcdo por CMV
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em pacientes transplantados hepéticos (FISHMAN, 2007; LAUTENSCHLAGER,
2009; RAZONABLE, 2008; RUBIN, 2000).

Receptores com sorologia negativa para CMV (R-) apresentam maior risco
para o desenvolvimento de manifestacdes clinicas de infec¢do por CMV (BOSCH et
al., 2011; TRYPHONOPOULOS et al.,, 2011). Em nosso estudo, apenas quatro
receptores (10%) apresentaram sorologia negativa para CMV, o que corrobora a
esperada alta soroprevaléncia para CMV em nosso meio (CANNON; SCHMID;
HYDE, 2010). Destes, dois (50%) apresentaram manifestacdes clinicas de infeccéo
por CMV (BOSCH et al.,, 2011; RAZONABLE, 2008; TRYPHONOPOULOS et al.,
2011). Dividindo os pacientes em dois grupos de acordo com sua sorologia, notamos
gue houve uma tendéncia a menor tempo livre de doenca em receptores com
sorologia negativa (R-), principalmente nos primeiros dois meses pds-transplante,
fato ndo observado em locais onde a profilaxia € padronizada (FISHMAN; RUBIN,
1998; FISHMAN, 2007).

Receptores com sorologia negativa (R-) ndo apresentam imunidade ao CMV
e, além do risco de infeccdo ativa, geralmente apresentam manifestacbes mais
graves (MOCARSKI; SHENK; PASS, 2007; TRYPHONOPOULOS et al.,, 2011). A
sobrevida de receptores com sorologia negativa para CMV foi menor tanto para o
seguimento de um ano, quanto para o seguimento de quatro anos, denotando um
pior resultado global desses pacientes, assim como descrito por Bosch et al. (2011).

Receptores com sorologia positiva para CMV tém menos chances de
desenvolverem manifestacdes da infeccdo pelo virus (LAUTENSCHLAGER, 2009;
RAZONABLE, 2008; TRYPHONOPOULOS et al.,, 2011). Mesmo assim, essa
imunidade ndo € completamente efetiva, uma vez que reativacbes e até mesmo
reinfeccdes por cepas distintas podem ocorrer nesses pacientes (FISHMAN, 2007,
MOCARSKI; SHENK; PASS, 2007). Em nosso estudo, 40% dos receptores com
sorologia positiva desenvolveram manifestacdes de infeccdo por CMV. Suas
consequéncias, no entanto, apresentam menor gravidade devido a alguma protecéo
da imunidade adquirida (MOCARSKI; SHENK; PASS, 2007).

Dentre as consequéncias da infec¢cdo por CMV em pacientes transplantados
de figado, encontram-se as que sao decorrentes da imunomodulacdo que o virus
promove (HERTEL et al.,, 2003; KERN et al., 2002; SYLWESTER et al., 2005).
Assim, infecc¢des oportunistas, rejeicao, estenose de via biliar e recidiva de HCV séo

consequéncias da manifestacao da infec¢do por CMV (FISHMAN, 2007).
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Em nosso estudo, apenas um receptor, portador de HCV e com sorologia
negativa para CMV, apresentou quadro clinico compativel com rejeicao, tratado de
acordo com o protocolo do servico. Esse mesmo paciente apresentou manifestacoes
clinicas de infeccdo por CMV, sendo tratado com ganciclovir. E o Gnico com
sorologia negativa desse estudo que permanece Vivo (25%).

Dos vinte receptores portadores de HCV, cinco apresentaram recidiva.
Todos possuiam sorologia positiva para CMV e nenhum apresentou manifestacao de
infeccdo pelo CMV. Por consequéncia, nenhum foi submetido a tratamento antiviral.
Destes, quatro apresentaram alguma antigenemia positiva para CMV, com um
minimo de uma célula positiva e um méaximo de cinco células positivas em 200.000
leucdcitos, podendo caracterizar uma manifestacdo indireta da infeccdo por CMV
(LJUNGMAN; GRIFFITHS; PAYA, 2002; RAZONABLE, 2008). Trés desses
pacientes faleceram, um com cirrotizagdo do enxerto, outro por AVC e um terceiro
por tuberculose miliar.

Apenas um receptor necessitou de retransplante, também portador de HCV,
devido a estenose de via biliar. Esse paciente apresentou manifestacdes clinicas de
infeccdo por CMV, além de Ulceras esofégicas, sendo submetido a tratamento com
ganciclovir. Suas antigenemias apresentaram valores baixos, com maximo de trés
células positivas, mas geralmente negativa. Evoluiu com estenose biliar néo
anastomotica, que pode estar associada a infeccdo por CMV como descrita em
literatura (LLADO et al., 2012). Foi submetido a retransplante e faleceu por disfuncéo
primaria do enxerto.

Receptores portadores de HCV formam um grupo especial de receptores de
figado (PASQUALE et al., 2005; RIEDIGER et al., 2007). Apesar de nao ter atingido
a significancia estatistica, provavelmente pelo reduzido poder de analise devido ao
tamanho amostral, a diferenca absoluta em sobrevida e mortalidade em quatro anos
€ relevante. Sao pacientes com alto risco de recidiva do HCV, com
comprometimento do enxerto, e risco de retransplante. Mesmo quando nao
apresentou manifestacdes clinicas de infeccdo por CMV, a presenca deste na
antigenemia se associou as complicacées que surgiram em receptores portadores
de HCV, assim como descrito em manifestagdes indiretas da infecgcdo por CMV
(FISHMAN, 2007; LJUNGMAN; GRIFFITHS; PAYA, 2002; RAZONABLE, 2008).

Dos receptores que faleceram, 50% (6/12) apresentaram uma causa

infecciosa associada, sendo trés por sepse por infec¢cdes bacterianas, um por
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tuberculose miliar, um por leptospirose e por fim um por sindrome viral
citomegalovirética grave, mantendo as infec¢des como a principal causa de Obito
pos-transplante de figado (CUBIELLA et al., 2001; GARCIA et al., 1998; LOSADA et
al., 2002; PAYA et al., 1993). Destes, quatro pacientes apresentaram manifestacoes
clinicas de infeccdo por CMV e foram tratados com ganciclovir, sendo que apenas
um destes ndo apresentava células positivas a antigenemia (1/6). Assim, 83,3% dos
receptores falecidos por infeccdo (5/6) apresentaram antigenemia positiva para
CMV, o que os deixa suscetiveis a sua imunomodulacdo e consequente risco de
infeccbes oportunistas (HERTEL et al., 2003; KERN et al., 2002; KUMAR et al.,
2009; SYLWESTER et al.,, 2005). Dos seis receptores que faleceram por causa
infecciosa, dois possuiam sorologia negativa para CMV, sendo que um foi tratado
com ganciclovir e outro ndo, pois apresentou uma evolucdo clinica rapida e
fulminante, com resultado de antigenemia post-mortem.

Os outros seis 6bitos ocorreram de causas ndo infecciosas, sendo dois
receptores com complicacdes associadas ao CMV (BOSCH et al., 2011; FISHMAN,
2007) (cirrotizacdo do enxerto por recidiva de HCV e estenose biliar néo
anastomotica tardia) sem apresentarem manifestacBes clinicas de infeccdo por
CMV, mas com antigenemia positiva no acompanhamento. Mais dois receptores
apresentaram doencas cardiovasculares (IAM e AVC) e outros dois faleceram por
doenca neoplasica (metastase de CHC e cancer de célon avancado). Nenhum dos
quatro apresentou manifestacdes clinicas de infeccdo por CMV nem antigenemias
positivas.

O uso da antigenemia ajuda a identificar inclusbes celulares em leucdcitos
de sangue periférico presente quando a replicacdo do CMV (MARCHETTI et al.,
2011; PERCIVALLE et al., 2008). Além disso, € possivel quantificar o numero de
células positivas tomando um numero base de leucécitos como padréo, geralmente
200.000 leucécitos. Suas limitacGes sao a necessidade de ser realizada com sangue
total, tempo curto para preparo e limitagbes em pacientes leucopénicos
(MARCHETTI et al., 2011).

Comparativamente, o uso da RT-PCR é mais sensivel e especifico em
receptores de transplantes de orgaos solidos e de medula 6ssea com infeccao ativa
por CMV (CORTEZ et al., 2003; MARCHETTI et al., 2011); pode utilizar diversas
amostras, como soro e sangue total, e também é quantitativo pelo nimero de cépias

virais, ndo necessita de processamento imediato das amostras biologicas e nao é
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dependente do niumero minimo de leucdécitos. Seu uso, porém, envolve maior custo
gue o uso da antigenemia.

Em nosso estudo, a antigenemia foi positiva em 52 das 344 amostras
obtidas (15%), em 24 dos 44 receptores (55%). Manifestacdes clinicas de infeccao
por CMV ocorreram em 18 dos 44 receptores (41%), sendo esse o0 padrao para o
tratamento antiviral.

Marchetti et al. compararam RT-PCR e antigenemia para o diagndéstico de
infeccdo por CMV e encontraram uma area sob a curva ROC significativamente
maior para o RT-PCR (p,0,0001) (MARCHETTI et al.,, 2011). Os autores, porém,
utilizaram 793 amostras de sangue total de 230 receptores de transplante, sendo
126 receptores de medula 6ssea, 92 receptores renais, 11 receptores de figado e
um receptor cardiaco, misturando pacientes com diferentes esquemas
imunossupressores e com diferentes riscos a infeccado por CMV de acordo com o
orgdo ou tecido transplantado. Pacientes receptores de medula 6ssea possuem
altissimo risco de infeccdo por CMV. Assim, 0s autores ndo conseguem estabelecer
um “cut-off” para diagndstico para a infecgao por CMV.

Em nosso estudo, encontramos um “cut-off” para o diagndstico de infecgao
ativa por CMV em receptores de figado, utilizando apenas os exames positivos e
excluindo os negativos. Diferente de Marchetti et al. (2011) nossos pacientes foram
submetidos a um Uunico tipo de transplante. Assim, o limiar de positividade da
antigenemia quantitativa para infeccao ativa por CMV em receptores de figado foi de
8 células positivas por 200.000 leucdcitos. Esse resultado apresentou boa
sensibilidade e especificidade, com uma area sob a curva ROC adequada para sua
utilizacao.

O uso da analise das razdes de probabilidade tem maior relevancia para a
aplicabilidade pratica de um teste diagndstico. Neste estudo, encontramos uma RP
positiva de 3,5, com um intervalo de confianca relativamente estreito, traduzindo um
aumento moderado sobre a probabilidade pré-teste de doenca. Quanto a RP
negativa (0,15), esta também apresentou um moderado efeito sobre a probabilidade
pré-teste, mas com um largo intervalo de confianca. Assim, o uso do “cut-off’ de > 8
células positivas/200.000 leucdcitos na antigenemia quantitativa tem aplicabilidade

clinica pra o diagnostico da infeccéo ativa pelo CMV em receptores de figado.
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8 CONCLUSOES

A soroprevaléncia para CMV dos receptores de figado é alta em nossa
regido, com apenas 10% de receptores com sorologia negativa para CMV.

A infeccao por CMV apresentou alta incidéncia em receptores de transplante
de figado em uma regido com alta soroprevaléncia para CMV, tanto diagnosticados
pelas manifestacdes clinicas (41%) quanto pela antigenemia (55%), com associagao
importante com complicacbes infecciosas, de recidiva de HCV, rejeicao,
retransplante e oObitos.

Receptores de figado com sorologia negativa para CMV apresentam um
tempo sem doenca citomegalovirética e uma taxa de sobrevida menor.

Receptores de figado portadores de HCV apresentaram tendéncia a
sobrevida menor, com incidéncias de recidiva de HCV, retransplante e d&bitos
associados a antigenemia positiva para CMV sem manifestacdes clinicas da
infeccédo por CMV.

Utilizando a antigenemia quantitativa positiva, o “cut-off” para diagndstico da
sindrome citomegalovirética foi > 8 células/200.000 leucécitos, com um desempenho
considerado adequado através de sua sensibilidade, especificidade e area sob a
curva ROC. Através da andlise de suas razdes de probabilidade, evidenciou-se uma
maior aplicabilidade clinica quando positiva, para a confirmacdo da doenca, sendo
necessarios outros estudos para melhor avaliacdo da utilidade da mesma quando

negativa.
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9 ESTRATEGIAS PARA A CONDUTA NA INFECCAO POR CMV

Ao final desse estudo, podemos sugerir estratégias para a conduta na
infeccdo por CMV em receptores de figado em regibes com alta soroprevaléncia.
Essas regides se localizam em paises em desenvolvimento, onde as questbes de
alto custo séo importantes para o andamento dos programas de transplante.

Receptores de figado com sorologia negativa para CMV (R-) poderiam
realizar profilaxia universal com ganciclovir ou valganciclovir por um periodo de pelo
menos trés meses. Esses pacientes comprovadamente apresentam pior resultado
com quadros relacionados a infeccdo por CMV. E importante estabelecer protocolos
para inicio da terapia profilatica, avaliacdo da dose e monitoramento clinico e, se
necessario, realizacdo de antigenemia quantitativa ou RT-PCR.

Receptores de figado portadores de HCV deverdo ser monitorados
regularmente por pelo menos trés meses seguindo o protocolo para o tratamento
preemptivo, seja por antigenemia ou por RT-PCR. Esses pacientes compdem um
grupo com tendéncia a um pior resultado global, podendo apresentar evidéncia de
infeccdo por CMV a antigenemia, mas sem apresentar manifestacdes clinicas de
infeccdo ativa. Apresentam, também, maior risco de complicagdes relacionadas
como a recidiva do HCV, rejeicao, estenose biliar e retransplante, refletindo em seu

pior resultado final.
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INTRODUCAO

O Citomegalovirus (CMV) permanece como a principal infeccdo viral em receptores de
figado, contribuindo para sua morbidade e mortalidade [1]. Possui distribuicdo mundial, com
prevaléncia inversamente proporcional a condicdo socio-econdmica da populacdo estudada
[2], promovendo infecgBes assintométicas em situagdes de integridade do sistema imune e
obtendo importancia clinica quando ha alteracdo da imunidade celular [3].

Receptores de figado apresentam trés manifestagdes clinicas da infeccdo por CMV [1,4]: a sindrome

viral do CMV, a doenca de 6rgdo-alvo e os efeitos indiretos. A incidéncia dessas manifestacdes varia
de acordo com a sorologia tanto do doador quanto do receptor [1], sendo maior quando ha sorologia
para CMV reagente no doador e ndo reagente no receptor (D+/R-) [5-7].

Duas estratégias de prevencdo de infecgdes por CMV tém sido utilizada nos cuidados pos-transplante
[8,9]: a profilaxia universal e a terapia preemptiva. Sem prevencéo, a infec¢do pelo CMV ocorre nos
primeiros trés meses pods-transplante [5], a maioria apresentando viremia assintomatica, com um
subgrupo desenvolvendo as manifestac@es clinicas [8].

Assim, o tratamento empirico da doenga manifesta incorre em riscos de complicacbes para o receptor
de figado, enquanto que estratégias preventivas aumentam o0s custos extras ao transplante de figado,
além de expor os receptores aos efeitos adversos da terapia antiviral profilatica [8]. Esses custos
elevados limitam a utilizacdo das estratégias preventivas em receptores de figado em paises em
desenvolvimento, que s&o regies de alta soroprevaléncia para CMV. Informagfes sobre a infecgdo
por CMV em receptores de figado dessas regides e seu comportamento com o uso de ensaios clinicos,
como a antigenemia, sdo importantes para ajudar a racionalizar as estratégias preventivas, reduzindo
custos e dando cobertura aos pacientes em maior risco.

OBJETIVOS
Avaliar a utilizacdo e desempenho da antigenemia quantitativa para CMV no diagndstico de infeccao

ativa em pacientes transplantados de figado, estimando a incidéncia da infeccdo pelo CMV e suas
manifestacGes clinicas em receptores de figado em uma populacéo de alta soroprevaléncia para CMV,
e determinando seu cut-off para o tratamento da doenca citomegalovirética.


mailto:andre_gusmao@ig.com.br

55

METODOS
Desenho e populagao do estudo

Trata-se de um estudo de coorte prospectivo, com coleta retrospectiva, com receptores de figado
submetidos a antigenemia quantitativa para diagndstico e monitorizagdo da infeccdo por CMV. Todos
os transplantes foram realizados em um hospital terciario filantropico, que realiza transplantes de
figado desde 2001, com uma média de 25 transplantes por ano a época do estudo, no periodo de marco
de 2007 a abril de 2009, com segmento pds-transplante.

Critérios de inclusao e exclusao

Foram critérios de inclusdo: disponibilidade das amostras bioldgicas conservadas; dados completos em
prontudrios medicos; assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido;

Foram excluidos os pacientes — ou responsavel legal - que ndo assinaram o termo de consentimento
livre e esclarecido ou que nao colheram antigenemia para diagnostico e monitorizacdo da infeccao por
CMV.

Coleta de dados e variaveis de interesse

A coleta dos dados foi feita de forma retrospectiva a partir de revisdo dos prontuarios e outros
registros médicos. Dados clinicos e laboratoriais dos pacientes foram avaliados a época das coletas das
amostras de antigenemia. Durante 0 acompanhamento ambulatorial, amostras de soro e sangue total
dos receptores foram coletadas em intervalos de tempo ndo padronizados, a critério do médico
assistente. com o objetivo de monitorizar e diagnosticar a infec¢do por CMV. Os desfechos analisados
foram o tempo de livre de sindrome citomegalovirética e sobrevida em um e quatro anos.

A técnica de antigenemia utilizada foi a detec¢do do antigeno pp65 do CMV através de anticorpos
monoclonais primarios, referida pelo Kit CMV Brite Turbo Antigenemia (DPM Diagnostica) [10].
Eram coletados 2 a 5 mL de sangue periférico em tubo com EDTA, onde as amostras eram
processadas no maximo 6 horas ap6s a coleta.

Segue um resumo das principais etapas:
a) Lise de Hemacias e Preparacgdo da Suspensao de Leucocitos:

Em 2mL de sangue foi adicionado 30mL de solug&o de lise de hemacias resfriada a 4° C, em casos de
neutropenia, foi utilizado 4mL de sangue e o dobro de solucdo de lise de heméacias. A mistura foi
incubada por 5 a 10 min a 4° C. Apos centrifugagdo por 2 min a 2.500rpm, o sobrenadante foi
adicionado 5mL de PBS ao pellet de leucdcitos. Em pacientes com neutropenia severa foi adicionado
apenas 2mL de PBS ao pellet.

b) Preparacdo das ldminas, coloracdo e marcacao:

Foi realizada a contagem de leucdcitos em camera de Neubauer e o ajuste do volume para 2x10°
células por ml com PBS. As laminas foram preparadas em triplicatas para cada pacientes. Foi
realizado a seguir a fixacdo, permeabilizacdo, coloragcdo e marcagdo das laminas, seguindo todas as
etapas referidas pelo Kit CMV Brite Turbo Antigenemia (DPM Diagnostica) [10]. Em todos os
ensaios foram utilizados controles positivos e negativos para todas as reacfes em paralelo com as
amostras para validacio dos resultados.
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c) Leitura e interpretacdo das laminas: para leitura das Iaminas foi utilizado um microscépio
de fluorescéncia, - Olympus BX 40, com aumento de 400X, combinagdo para uso do FITC; - Cubo de
fluorescéncia: U — MNB; - Comprimento de onda para excitagdo: 470 — 490 nm e comprimento de
onda para emissdo: > 515 nm. Todos os campos foram analisados, as células positivas mostraram
coloracdo verde-amarelado no ndcleo das células polimorfonucleares, pela detec¢do do antigeno PP-65
e as células negativas ndo apresentaram esse tipo de coloracdo. Foi realizada uma contagem global das
células positivas com liberacdo de um resultado quantitativo, sendo indicado o nimero de células em
200.000 leucdcitos analisados, que equivalem aproximadamente 100.000 polimorfonucleares.

Andlise estatistica

As variaveis categodricas foram expressas através de suas proporc¢des. Calculou-se médias e
desvios-padrdo para as variaveis continuas com distribuicdo normal e medianas e quartis para
as ndo-normais.

Para a andlise da sobrevida em 01 e 04 anos foram considerados os 6bitos (data do ébito) por
qualquer causa. Foram censurados, ao final do estudo, 0s pacientes que permaneceram Vivos
apos um e quatro anos do transplante hepético. Para os pacientes com acompanhamento
perdido, a data da censura foi aquela do Gltimo registro em prontuario médico ou ultimo
contato dos pesquisadores. Foram calculadas as funcdes de sobrevida empregando-se o
método de Kaplan-Meier, no qual foram estimadas curvas agrupando 0s pacientes segundo as
variaveis selecionadas para o estudo e tendo sido utilizado o teste de Log-rank (Mantel-Cox)
ou Breslow (Generalized Wilcoxon) para comparagdo das funcbes de sobrevida para cada
varidvel. O tempo livre de sindrome citomegalovirdtica foi analisado com a mesma
metodologia.

Para avaliar o desempenho da antigenemia quantitativa para CMV no diagndstico de infeccdo
ativa em pacientes transplantados de figado e determinar o seu cut-off, foi analisada sua
capacidade discriminatéria, ou seja, sua capacidade de distinguir os doentes dos nao-doentes,
através do célculo da area sob a curva ROC (AUC ROC). A auséncia de células positivas na
antigenemia quantitativa € compativel com a auséncia de doenca. Para aqueles cuja
antigenemia apresenta um resultado positivo, ou seja, maior que 0 células / 200.000
leucdcitos, é que existe davida acerca da presenca ou ndo de doenca citomegalovirdtica.
Assim nestaesta analise,apenas 0s casos com antigenemia positiva foram considerados.

Todos os testes foram bicaudados e foram considerados estatisticamente significantes

resultados com valores de p < 0,05. Os dados foram analisados com auxilio dos softwares
Statistical Package for Social Sciences (SPSS, versdo 20.0, Chicago, IL, USA) e MedCalc
(versdo 12.1.4.0, Bélgica).

Aspectos éticos

Este estudo respeitou os principios éticos de pesquisa previstos na Resolucdo 196/96 do Conselho
Nacional de Saude e foi aprovado pelo Comité de FEtica em Pesquisa da Fiocruz
(CEP/CPqGM/Fiocruz) e todos os pacientes incluidos no presente estudo assinaram um termo de
consentimento livre e esclarecido.
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RESULTADOS

Foram realizados 60 transplantes de figado no periodo analisado, sendo que 44 receptores
realizaram ao menos uma antigenemia quantitativa no periodo de acompanhamento pos-
transplante (com um minimo de 1 e maximo de 17 exames realizados). Os dados desses
pacientes estdo resumidos na tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas da amostra e apresentacdo da sindrome
citomegalovirética (n=44)

Variavel n (%)
Sexo do receptor — masculino 35 (79,5)
Idade ao transplante (média + DP) 60,8 +7,2
Etiologia da doenca hepética (n=64)
Hepatite C* 20 (31.3)
Doenca Alcoélica do Figado® 15 (23.4)
Hepatocarcinoma® 7 (10.9)
Criptogénica 5(7.8)
Hepatite auto-imune 34.7)
Hepatite fulminante 1(1.6)
Cirrose biliar primaria 1(1.6)
Budd-Chiari 1(1.6)
Hepatite B 1(1.6)
Sorologia positiva para HCV (receptor) 20 (45.5)
Recidiva do HCV 5 (25.0)
Sorologia positiva para CMV (receptor) 40 (90.9)
Desenvolvimento de sindrome CMV em até 180 dias 18 (40,9)
Tempo livre de sindrome CMYV até 180 dias (média + EP) 1484+ 7.6
Sinais / sintomas associados a sindrome CMV
Leucdcitos (média = DP) 2.677,2+921,4
Plaquetopenia (< 1 x 10"5) 36 (70,6)
Fraqueza 22 (45,8)
Cefaléia 20 (43,5)
Diarréia 18 (36,7)
Mialgia 10 (21,3)
Avrtralgia 10 (21,3)
Azia 9(19,2)
Dor abdominal 9 (18,8)
Colica 8 (17,4)
Vomitos 8 (17,0)
Exantema 5 (10,6)
Febre 2(4,1)
Rejeicéo 1(2.3)
Retransplante 1(2.3)

Obito em 01 ano 6 (13.6)
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Sobrevida em 01 ano, em dias (média + EP) 3382+114
Obito em 04 anos 12 (27.3)
Sobrevida em 04 anos, em dias (média + EP) 11952 +725
Causa do 6bito
Sepse 3 (25.0)
Disfuncdo do enxerto 1(8.3)
Metéstase de Hepatocarcinoma 1(8.3)
Recidiva de HCV 1(8.3)
Doenca citomegalovirética 1(8.3)
Infarto Agudo do Miocérdio 1(8.3)
Acidente Vascular Cerebral 1(8.3)
Tuberculose miliar 1(8.3)
Cancer de colon 1(8.3)
Leptospirose 1(8.3)

* DP: desvio padrdo; EP: erro padrdo; ® Hepatite C associado a Hepatocarcinoma estava
presente em 05 pacientes e Hepatite C associado a Doenca Alcodlica do Figado estava
presente em outros 05 pacientes.

A maioria dos receptores foram do sexo masculino (79,5%), apresentando idade média de
60,8 anos ao transplante. A infec¢do pelo virus da Hepatite C foi a principal etiologia da
doenca hepética. Dos 44 pacientes avaliados, 40 apresentavam sorologia positiva para CMV
na avaliagdo pré-transplante, representando 90,9% do total.

A definicdo clinica de infeccdo por CMV foi a apresentacdo de quadro viral (febre e/ou
astenia), associado a leucopenia (leucécitos < 4.000/mL) e/ou plaquetopenia (plaquetas <
100.000/mL), efou sintomas gastrointestinais, enterite, hepatite, artralgia, retinite,
pneumonite, colite, esofagite, encefalite [4].

Dos pacientes estudados, 18 (40,9%) apresentaram quadro clinico compativel com infec¢éo
por CMV no periodo de acompanhamento até 180 dias, com tempo médio livre de doenca de
148,4 + 7,6 dias. Ao estratificarmos esta analise segundo a sorologia para CMV do receptor
(Gréfico 1, painel A), obtém-se curvas que tendem a se distanciar numa fase precoce
(primeiros dois meses) dos 180 dias (Generalized Wilcoxon test, p=0,058), com menor tempo
livre de doenca naqueles com sorologia negativa. No entanto, as curvas voltam a se aproximar
até o final do periodo (Log Rank test, p=0,106), o que sugere uma relevancia maior do estado
soroldgico quanto ao CMV nos primeiros dois meses pés transplante. Dois receptores com
sorologia negativa apresentaram quadro clinico de infeccdo por CMV (50% neste subgrupo),
sendo 0s outros 16 casos de receptores com sorologia positiva (40% neste subgrupo).

A sobrevida média em um ano foi de 338,2 +11,4 dias, com 6 pacientes falecidos nesse
periodo. Em quatro anos, a sobrevida média foi de 1195,2 + 72,5 dias, com 12 dbitos nesse
periodo. As causas dos Obitos estdo relacionadas na tabela 1 e incluem sepse, disfuncdo do
enxerto, recidiva de HCV e um quadro de doenga viral citomegalovirdtica. Receptores com
sorologia negativa para CMV apresentaram menor sobrevida, tanto para um ano de
acompanhamento, quanto para um acompanhamento de quatro anos (p=0,022 e p=0,004,
respectivamente).
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Gréfico 1. Curvas de tempo livre de sindrome citomegalovirdtica em 180 dias (A) e
sobrevidas em 01 (B) e 04 anos (C), segundo a sorologia para CMV do receptor.

Dos 20 pacientes submetidos a transplante hepatico por HCV, cinco apresentaram recidiva do
HCV (25%), sendo tratados de acordo com o protocolo local. Um destes pacientes foi a 6bito
em consequéncia de cirrotizacdo do enxerto (tabela 1). Houve ainda um caso de rejeicéo,
tratada de acordo com o protocolo do servigo e um retransplante por estenose biliar tardia.

Houve uma tendéncia a menor sobrevida em 04 anos no subgrupo de pacientes com sorologia
positiva para HCV (p=0,089), com 40% mortalidade ao final do periodo (Grafico 2).
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Gréfico 2. Curva de sobrevida em 04 anos segundo a sorologia para HCV do receptor.

Nos 44 pacientes, houve um total de 344 amostras submetidas a antigenemia, com um minimo
de maximo de 1 e 17 amostras por paciente, respectivamente. Destas, apenas 52 amostras
foram positivas (>0 células positivas) pela antigenemia, representando 24 pacientes. A
mediana da antigenemia foi de 3 células positivas/200.000 leucécitos, com Intervalo
Interquartil 1,0 — 26,75.

A érea sob a Curva ROC foi de 0,745 (IC 95% 0,606 — 0,856, p=0,006), 0 que representa uma
boa capacidade discriminatoria, e foi estabelecido como limiar de positividade para o
diagnostico da citomegalovirose um valor de antigenemia superior a 8 células
positivas/200.000 leucdcitos, com uma sensibilidade de 88,9 (IC 95% 51,8 — 99,7) e
especificidade de 74,4 (1C 95% 58,8 — 86,5) (Grafico 3).
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Gréfico 3. Curva ROC (Receiver Operator Curve) para a antigenemia quantitativa e
diagnostico de sindrome citomegalovirética. AUC: Area Under the Curve.
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DISCUSSAO

Em nosso estudo, aproveitamos a implantacdo da antigenemia quantitativa para CMV em um
servico de transplante hepatico da cidade de Salvador, no nordeste do Brasil. No inicio do
estudo o grupo ja havia realizado transplante ortotdpico de figado em 40 receptores, tendo
completado 100 procedimentos ao final do periodo. Dos 60 receptores do periodo, 44
realizaram pelo menos uma antigenemia quantitativa para CMV.

Durante o periodo de implantacéo, os pacientes ndo eram submetidos a profilaxia universal,
nem ao tratamento preemptivo, uma vez que o tratamento especifico para CMV era baseado
em manifestac6es clinicas, sendo a antigenemia uma confirmacéo laboratorial da infeccéo por
CMV. As modalidades de tratamento variaram desde a simples reducdo da imunossupressao
até a internacgéo para o uso de ganciclovir intravenoso.

Nesse periodo, de acordo com a definicdo clinica, 18 pacientes desenvolveram manifestacdes
clinicas de infeccdo por CMV, apesar de 24 pacientes apresentarem antigenemia positiva em
algum momento do acompanhamento. Todos os 18 pacientes foram submetidos a tratamento
para CMV com reducdo da imunossupressdo e o uso de ganciclovir. O periodo de
desenvolvimento de doenca ocorreu nos primeiros meses de transplante, com tempo médio de
148,4 + 7,6 dias, compativel com o descrito para as manifestacdes de infeccdo por CMV em
pacientes transplantados hepaticos [5].

Receptores com sorologia negativa para CMV apresentam maior risco para o0
desenvolvimento de manifestacGes clinicas de infeccdo por CMV [5-7]. Esses pacientes ndo
desenvolvem imunidade ao CMV e, além do risco de infeccdo por CMV, geralmente
apresentam manifestacbes mais graves.

Em nosso estudo, apenas 4 receptores (10%) apresentaram sorologia negativa para CMV, o
que corrobora a esperada alta soroprevaléncia para CMV em nosso meio [2]. Dois desses
receptores (50%) apresentaram manifestacdes clinicas de infeccdo por CMV, com uma
tendéncia a menor tempo livre de doenga, principalmente nos primeiros dois meses pés-
transplante. A sobrevida de receptores com sorologia negativa para CMV foi menor tanto para
0 seguimento de um ano, quanto para 0 seguimento de quatro anos, denotando um pior
resultado global desses pacientes.

Receptores com sorologia positiva para CMV tém menos chance de desenvolver a
manifestacdes da infeccdo pelo virus [5-7]. Mesmo assim, essa imunidade ndo é
completamente efetiva [3]. Em nosso estudo, 40% dos receptores com sorologia positiva
desenvolveram manifestagcdes de infeccdo por CMV. Suas consequéncias, no entanto, séo
menos importantes devido a alguma protecdo da imunidade adquirida.

Efeitos indiretos da infeccdo por CMV em receptores de figado sdo decorrentes da
imunomodulacdo que o virus promove [1]. Assim, infeccBes oportunistas, rejeicdo, estenose
de via biliar e recidiva de HCV podem ser consequéncias de infecgdo por CMV.

Cinco receptores apresentaram recidiva de HCV (25%). Todos possuiam sorologia positiva
para CMV e nenhum apresentou manifestacdes de infeccdo pelo CMV. Por consequéncia,
nenhum foi submetido a tratamento antiviral. Destes, 4 apresentaram alguma antigenemia
positiva para CMV, com um minimo de uma célula positiva e um méaximo 5 células positivas
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em 200.000 leucdcitos. Trés desses pacientes faleceram, um com cirrotizacdo do enxerto,
outro por AVC e um terceiro por tuberculose miliar.

Em nosso estudo, apenas um receptor, portador de HCV e com sorologia negativa para CMV,
apresentou quadro clinico compativel com rejeicdo, tratado de acordo com o protocolo do
servico. Esse mesmo paciente apresentou manifestacées clinicas de infeccdo por CMV, sendo
tratado com ganciclovir. E o tnico com sorologia negativa desse estudo que permanece Vivo.

Apenas um receptor necessitou de retransplante, também portador de HCV, devido a estenose
de via biliar. Esse paciente apresentou manifestagdes clinicas de infeccdo por CMV, além de
Ulceras esofagicas, sendo submetida a tratamento com ganciclovir. Sua antigenemia
apresentou valores baixos, com méaximo de 3 células positivas, mas geralmente negativa.
Evoluiu com estenose biliar ndo-anastomdtica, falecendo por disfuncdo primaria apdés o
retransplante.

Receptores portadores de HCV formam um grupo especial de receptores de figado. Apesar de
ndo ter atingido a significancia estatistica, a diferenca absoluta em sobrevida e mortalidade
em 04 anos é relevante. Sdo pacientes com alto risco de complicagBes, como recidiva do
HCV, com comprometimento do enxerto, e risco de retransplante. Mesmo sem apresentar
manifestacdes clinicas de infeccdo por CMV, a presenca deste na antigenemia se associou as
complicacdes que surgiram em receptores portadores de HCV.

Dos receptores que faleceram, metade (6/12) apresentaram uma causa infecciosa associada,
sendo trés por sepse por infeccBes bacterianas, um por tuberculose miliar, um por leptospirose
e por fim um por sindrome viral citomegalovirdtica grave. Destes, quatro pacientes
apresentaram manifestacdes clinicas de infeccdo por CMV e foram tratados com ganciclovir,
sendo que apenas um destes ndo apresentava células positivas a antigenemia. Dos seis
receptores que faleceram por causa infecciosa, dois possuiam sorologia negativa para CMV,
sendo que um foi tratado com ganciclovir e outro néo.

Os outro seis Obitos ocorreram de causas ndo-infecciosas, sendo dois receptores com
complicacdes associadas ao CMV (cirrotizacdo do enxerto por recidiva de HCV e estenose
biliar ndo-anastomética tardia) sem apresentarem manifestacdes clinicas de infec¢do por
CMV, mas com antigenemia positiva no acompanhamento. Mais dois receptores sofreram
doencas cardiovasculares (IAM e AVC) e outros dois faleceram por doenga neoplésica
(metastase de CHC e cancer de coélon avancado). Nenhum dos quatro apresentou
manifestacdes clinicas de infeccdo por CMV nem antigenemias positivas.

O uso da antigenemia ajuda a identificar inclusbes celulares em leucécitos de sangue
periférico relacionadas a replicacdo do CMV, quantificando o nimero de células positivas
tomando um numero base de leucocitos como padrdo. Suas limitagdes sdo a necessidade de
ser realizada com sangue total, tempo curto para preparo e limitagbes em pacientes
leucopénicos [11]. Comparativamente, 0 uso da Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo
real (real-time Polymerase Chain Reaction — rt-PCR) é mais sensivel e especifico em
receptores de transplantes com manifestagdes clinicas de infeccdo por CMV [11], [12],
permitindo o uso de amostras de soro, com um preparo de tempo mais longo, ndo dependente
do nimero de leucocitos e sendo quantitativo pelo numero de copias virais. Seu uso, porém,
envolve maior custo que 0 uso da antigenemia.
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Em nosso estudo, a antigenemia foi positiva em 52 das 344 amostras obtidas (15%), em 24
dos 44 receptores (55%). Manifestagdes clinicas de infec¢do por CMV ocorreram em 18 dos
44 receptores (41%), sendo esse o padrdo para o tratamento antiviral.

Utilizando apenas as antigenemias positivas, uma vez que as negativas sao forte indicativo de
auséncia de doenga, encontramos um cut-off de 8 células positivas por 200.000 leucdcitos
para determinar a presenca de manifestacdes clinicas de infeccdo por CMV. Outros estudos
também procuraram estabelecer um cut-off da antigenemia, mas poucos o realizaram
exclusivamente em receptores de figado.

MARCHETTI ET AL. compararam rt-PCR e antigenemia para o diagnostico de infeccéo por
CMV e encontraram uma area sob a curva ROC significativamente maior para o rt-PCR
(p,0,0001) [11]. Os autores, porém, utilizaram 793 amostras de sangue total de 230 receptores
de transplante, sendo 126 receptores de medula dssea, 92 receptores renais, 11 receptores de
figado e um receptor cardiaco, misturando pacientes com diferentes esquemas
imunossupressores e com diferentes riscos a infeccdo por CMV de acordo com o 6rgéo ou
tecido transplantado, sem conseguir estabelecer um cut-off para diagnostico para a infeccédo
por CMV.

Ao final desse estudo, podemos sugerir estratégias para a conduta na infeccdo por CMV em
receptores de figado em regides com alta soroprevaléncia. Essas regides se localizam em
paises em desenvolvimento, onde as questdes de alto custo sdo importante para 0 andamento
dos programas de transplante.

Receptores de figado com sorologia negativa para CMV poderiam realizar profilaxia
universal com ganciclovir ou valganciclovir por um periodo de pelo menos 3 meses. Esses
pacientes comprovadamente apresentam pior resultado com quadros relacionados a infeccdo
por CMV.

Receptores de figado portadores de HCV poderiam ser monitorados regularmente por pelo
menos 3 meses para tratamento preemptivo, seja por antigenemia ou por rt-PCR. Esses
pacientes apresentam uma tendéncia a pior resultado, porém com evidéncia de infeccdo por
CMV a antigenemia mas sem apresentar manifestacdes clinicas dessa infecgdo. Apresentam,
porém, complicacdes relacionadas como recidiva de HCV, rejeicdo, estenose biliar e
retransplante, refletindo em seu pior resultado final.

CONCLUSOES

A infeccdo por CMV apresentou alta incidéncia em receptores de figado em uma regido com
alta soroprevaléncia para CMV (90%), tanto diagnosticados pelas manifestacbes clinicas
(41%) quanto pela antigenemia (55%), com associacdo importante com complicacdes
infecciosas, de recidiva de HCV, rejeicdo, retransplante e &bitos, principalmente em
receptores com sorologia negativa e receptores portadores de HCV.

Utilizando a antigenemia quantitativa positiva, o cut-off para diagnostico da sindrome
citomegalovirdtica foi > 8 células/200.000 leucocitos, com uma performance considerada
adequada através de sua acuracia.
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