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RESUMO

O citomegalovirus humano (HCMV) é um adenovirus que esta presente na maioria dos
individuos saudaveis na forma latente, sendo um risco quando estes se tornam
imunocomprometidos. E um dos principais causadores de morbimortalidade em
pacientes imunodeprimidos, situagdo onde ocorre a ativagdo da replicagéo viral. Entre
os individuos com imunossupressao ha os transplantados, onde pode ocorrer a rejeicéo
aguda do enxerto. Entre os pacientes em diélise, além do comprometimento das defesas
do organismo, ocorrem possiveis hemotransfusdes, aumentando a probabilidade da
infeccdo. A literatura faz pouca referéncia sobre a soroprevaléncia do HCMV e sua
relacdo com o sistema imunitario do individuo que é mediada pelo Complexo Principal
de Histocompatibilidade (CPH) que nos seres humanos é definida como Antigenos
Leucocitarios Humanos - sistema HLA, do inglés Human Leucocyte Antigens.
Considerando a necessidade de se obter maiores conhecimentos sobre a influéncia de
fatores genéticos no carreamento do HCMV propusemos esse estudo com o objetivo de
identificar a presenca de HCMV, em portadores de IRC em tratamento dialitico e
transplantados renais, e avaliar a associagdo com marcadores HLA. A identificacdo do
HCMYV foi feita por meio da técnica de método imunoenziméatico de microparticulas
(microparticle enzyme immunoassay - MEIA) e para tipificagdo HLA foi utilizado o kit
LABType® SSO One Lambda aliado a tecnologia Luminex. A populacdo de estudo
envolveu 203 pacientes em tratamento dialitico e 53 transplantados renais assistidos em
dois servicos de referéncia do municipio de Maringa, Parané e os dados obtidos foram
tratados estatisticamente para se identificar o nivel de significAncia. Os resultados
mostraram que ndo ha relacdo entre o variavel sexo e a soroprevaléncia do HCMV em
ambos os grupos avaliados. No grupo de dialise ndo se observou correlacdo entre a
presenca do virus e hemotransfusdo. Em relagdo a proporcéo da infeccéo cronica (anti-
HCMV-IgG) e a infeccdo aguda (anti-HCMV-1gM), ndo houve diferencas significativas
nos dois grupos com relagcdo ao género. Correlacionando-se a freqiiéncia do anti-
HCMV-IgG com os genes HLA (l6cus A, B e DRB1), para ambos 0s grupos, observou-
se que o alelo A*02 foi o mais freqliente porém ndo houve correlagio estatisticamente
significativa. Ao correlacionar a soroprevaléncia do anti-HCMV-1gM com esses genes,
foi observado que o alelo B*57, encontrado no grupo de transplantados, mostrou
tendéncia associativa (p=0233). A partir dos dados obtidos pode se concluir que a
frequéncia do HCMV é maior em pacientes imunocomprometidos e ndo se estabeleceu
associagéo entre a soroprevaléncia do HCMV e a hemotransfusdo. Os dados sugerem a
participacdo de um alelo HLA classe | na suscetibilidade a aquisi¢do do virus, entretanto
s80 necessarios novos estudos em novas populagdes a fim de confirmar esses achados.

Descritores: Antigenos HLA, Didlise, Citomegalovirus, Infeccéo, Insuficiéncia Renal
Cronica.
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ABSTRACT

Human cytomegalovirus (HCMV) is an adenovirus that is present in most healthy
subjects in a latent form, and it is a risk when they become immunocompromised. It is a
major cause of morbidity and mortality in immunosuppressed patients, a situation where
the activation of viral replication occurs. Among individuals with immunosuppression
there are transplant recipients, who may experience acute graft rejection.

Among dialysis patients, in addition to compromising the body's defense mechanism,
possible blood transfusions also occur, increasing the likelihood of infection. The
literature makes little reference to the seroprevalence of HCMV and its relationship with
the individual's immune system that is mediated by the Major Histocompatibility
Complex (MHC), which in humans is defined as Human Leukocyte Antigens - HLA
system. Considering the need to obtain more knowledge about the influence of genetic
factors in the HCMV entrainment, we proposed this study to identify the presence of
HCMV in patients with CRF undergoing dialysis therapy and kidney transplant patients,
and evaluate their association with HLA markers.

The identification of HCMV was made through the technique of microparticle enzyme
immunoassay (MEIA) and One Lambda LABType®SSO kit was used in combination
with the Luminex technology for HLA typing. The study population involved 203
dialysis patients, 53 kidney transplant recipients attended at two reference centers in the
city of Maring4, in the state of Parand and 73 healthy volunteers. The data were
statistically analyzed to identify the level of significance. The results showed no
relationship between the gender variable and seroprevalence of HCMYV in both groups.
There was no correlation between the presence of the virus and blood transfusion in the
dialysis group. Regarding the proportion of chronic infection (anti-HCMV 1gG) and
acute infection (anti-HCMV IgM), there were no significant differences in the two
groups regarding gender. Comparing the results for both with those observed for the
control group it was found statistically significant differences when the age variable was
correlated with the frequency of anti-HCMYV antibodies (IgG and IgM).

When correlating the frequency of HCMV-IgG with HLA genes (A, B and DRBL loci)
for both groups the most frequent allele observed was the A*02, although not
statistically significant. It was observed that the presence of the B*57 allele found in the
transplant group showed a trend for association (p = 0233) with the prevalence of
HCMV-IgM. From the data obtained, it can be concluded that the frequency of HCMV
is higher in immunocompromised patients and the association between the
seroprevalence of HCMV and blood transfusion has not been established. The data
suggest the involvement of an HLA class | allele in the susceptibility to virus
acquisition, however further studies are needed in new populations, in order to confirm
these findings.

Keywords: HLA Antingens, Dialysis , Cytomegalovirus, Infection, Renal Insufficiency,
Chronic
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RESUMEN

El citomegalovirus humano (HCMV) es un adenovirus que esta presente en la mayoria
de los individuos sanos en forma latente, siendo un riesgo cuando estos se convierten en
inmunocomprometidos. Es una de las principales causas de morbimortalidad en
pacientes inmunodeprimidos, una situacion donde se produce la activacion de la
replicacion viral. Entre las personas con inmunossupresion estan los trasplantados,
donde puede producirse rechazo agudo del injerto. Entre los pacientes en dialisis,
ademas del compromiso de las defensas del cuerpo producen posibles
hemotransfusiones, aumentando la probabilidad de infeccion. La literatura hace poco
referencia sobre la sueroprevalencia del HCMV y su vinculo con el sistema inmunitario
del individuo que es mediada por el Complejo Principal de Histocompatibilidad (CPH)
que en los seres humanos es definida como Antigenos Leucocitarios Humanos — sistema
HLA, del inglés Human Leucocyte Antigens. Teniendo en cuenta la necesidad de
obtener un mayor conocimiento acerca de la influencia de los factores genéticos en el
acarreamiento de HCMV hemos propuesto este estudio destinado a identificar la
presencia de HCMV en portadores de IRC en tratamiento dialitico y trasplantado de
rifion y evaluar la asociacion con marcadores HLA. La identificacion de HCMV fue
hecha por medio de la técnica del método de inmunoenzimatico de microparticulas
(microparticle enzyme inmunoassy - MEIA) y para la tipificacion HLA fue utilizado el
kit LABType®SSO Lambda aliado a la tecnologia Luminex. La poblacion de estudio
envolvid 203 pacientes en tratamiento dialitico y 53 trasplantados renales observados
durante dos servicios de referencia del municipio de Maring4, Parand y los datos
obtenidos fueron tratados estadisticamente para identificar el nivel de importancia. Los
resultados mostraron que no hay ninguna relacion entre el variable sexo y la
sueroprevalencia del HCMV en ambos grupos evaluados. En el grupo de diélisis no fue
observada correlacion entre la presencia del virus y la hemotransfusion. En relacion a la
proporcion de infeccion cronica (anti-HCMV-1gG) y infeccion aguda (anti-CMV-IgM),
no hubo diferencias significativas en los dos grupos con relacion al género.
Correlacionarse la frecuencia de anti-HCMV-IgG con genes HLA (locus A, B y DRB1),
para ambos grupos, se observo que el alelo A*02 fue el més frecuente pero no hubo
ninguna correlacion estadisticamente significativa. Al correlacionar la sueroprevalencia
del anti-HCMV-IgM con estos genes, se observo que el alelo B*57, encontrado en el
grupo de trasplantados, mostr6 tendencia asociativa (p = 0233). De los datos obtenidos
pueden concluyrse que la frecuencia de HCMV es mayor en pacientes
inmunocomprometidos no estableciendo asociacion entre la sueroprevalencia del
HCMV vy la hemotransfusion. Los datos sugieren la participacion de un alelo HLA clase
I en la susceptibilidad a adquirir el virus, sin embargo, se necesitan mas estudios en
nuevas poblaciones a fin de comprobar estos hallazgos.

Palabras clave: Antigenos HLA, Dialisis, Citomegalovirus, Infeccion, Insuficiéncia
Renal Cronica



Figura 1l

ARTIGO 1

Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

ARTIGO 2

Tabela 1

Tabela 2

LISTA DE ILUSTRACOES E TABELAS

Estrutura do Citomegalovirus Humano (HCMV)..........ccocovriininninnieniens 21

Caracterizacdo de 2 populagdes (em didlise e transplantados renais) quanto
ao sexo, idade média, tempo médio da modalidade de tratamento renal atual 34
em dois centros de dialise da regido norte/noroeste do Parana........................

Soroprevaléncia de anti-HCMV (1gG e IgM) entre pacientes em dialise, 34
CONTOIME O GBNETO. ...ttt ettt ettt en e

Soroprevaléncia de anticorpos anti-HCMV (IgG e IgM) entre pacientes em 35
didlise, de acordo com a variavel “hemotransfuso”..........ccccovvvveeveeceveiesnenn,

Presenca de anticorpos anti-HCMV (IgG e IgM) entre pacientes 3g
transplantados, conforme a Varidvel SEXO0.........ccovvvvviveerieie e

Frequéncia alélica (HLA-A, HLA-B e HLA-DRB1) no grupo de pacientes
renais em tratamento dialitico, com a presenca do anti-HCMV-1gG ou anti- 29
HCMV-IgM. Maringd, Parana.............cccoevvveseiieneirsseteis e seesee s e v enans

Frequéncia alélica (HLA-A, HLA-B e HLA-DRB1) no grupo de pacientes
transplantados renais, com a presenca do anti-HCMV-1gG ou anti-HCMV- 56
IgM. Maringd, Parana..........c.cccovveieieiiiiierise s e se e ete e ne s



Anti-HCMV-1gG
Anti-HCMV-1gM
COPEP

CPH

DNA

EDTA

ELISA

HCMV

HHV-5

HIV

HLA

19G

IgM

IRC

MEIA

PCR

TCLE

UEM

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Anticorpos G para citomegalovirus humano
Anticorpos M para citomegalovirus humano
Comité de Etica em Pesquisa

Complexo Principal de Histocompatibilidade
Acido desoxirribonucléico

Acido Etilenodiamino Tetra- Bromide
Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay
Citomegalovirus Humano

Herpesvirus Humano Tipo 5
Imunodeficiéncia Humana

Human Leukocyte Antigen

Imunoglobulina G

Imunoglobulina M

Insuficiéncia Renal Crbnica

Método Imunoenzimético de Microparticulas
Reacdo em Cadeia de Polimerase

Termo de Consentimento Livre Esclarecido

Universidade Estadual de Maringa



2.1
2.2

3.1
3.2

4.1
4.2
4.3

43.1

432

433
4.4
45

SUMARIO

INTRODUGAO. ......ooueeeeeeeece s et ee e es e e 14
(@] =] = 1 AV 1 OO 18
OBJETIVO GERAL .....ooveeeieeeeeeeteseveee e eeve et eess s 18
OBJETIVOS ESPECIFICOS........oo oot ee e es s 18

REFERENCIAL TEORICO........ouoiieeeeeeeeeee e eeeeeeeeesie e ses s e 19
SISTEMA HLA - antigenos leucocitarios humanos.............ccocevrrnniinieneccnee e 24
SISTEMA HLA E A INFECAO POR HCMV.......cooooveeriereieeeeeseeneseeeeeen s 25
METODOLOGIA. .......ooeieeeeeeeeeeeee e eee e st s eena s s 27
TIPO E LOCAL DE ESTUDO.......oooiieieeeeeeveeees e eeeeveeess e 27
POPULACAO DE ESTUDO E COLETA DE MATERIAL.......cccoooovueeeerrrerrene. 27
PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS. ..o 28
COLETA DE SANGUE PERIFERICO........o.ovueoeieeeeeeeienesveeeees s, 28
IDENTIFICACAO DO HCMV POR MEIA.......coooeeieeeveeeeeeseeesveses s 28
TIPAGEM HLA ..ot 28
TRATAMENTO ESTATISTICO......ooiieeeeeeeeeteeecene e eee e 29
ASPECTOS ETICOS.......ooeeeeeeeeeveceee et et sss et ans s 29
ARTIGO Lot s 31
ARTIGO 2. e e 43
CONSIDERAGOES FINAIS. .....coocooeeeereeeeeeeeesieves e ens e ne e 57
REFERENCIAS. ..ot seeeee e esseesae e es s ss s sas s ens s sensnns 59
APENDICES.....cooueieeeeeeeee ettt s s en e 69



14

1 INTRODUCAO

O citomegalovirus humano (HCMV) causa uma doenga antigamente
denominada Doenca de Inclusdo Citomegalica. E um virus pertencente ao grupo dos
herpesvirus também conhecido como Herpesvirus Humano Tipo 5 (HHV-5). Esse virus
é composto por DNA (4cido desoxirribonucléico) e um dos principais causadores de
morbidade e mortalidade em pessoas imunocomprometidas (ANDRADE, 2009;
TESTAL et al., 2011), localizando-se em linfécitos, mondcitos, células epiteliais e
endoteliais (KALLAS, 2008).

O HCMYV apresenta periodos de ativacéo e laténcia, dependendo do estado geral
do hospedeiro. Em individuos saudaveis, a laténcia se inicia apos a infeccéo primaria e
a reativagdo da replicagdo viral ocorre nas situagdes de imunossupressdao como:
infeccdo pelo virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV); individuos em tratamento
quimioterapico; fetos e recém-nascidos devido & imaturidade do sistema imunoldgico;
idosos por fragilidade; pessoas queimadas; individuos submetidos & dialise e
transplantados. Estes usam continuamente drogas imunossupressoras a fim de evitar a
rejeicdo aguda do enxerto (ANDRADE, 2009; CALDEIRA, 2009; LUIZ, 2009;
MATOS, 2009; BORDES et al., 2011). Além disso, o paciente renal tem alta
probabilidade de receber transfusdo de hemocomponentes que podem estar
contaminados pelo HCMV (MENDRONE JUNIOR, 2010).

O HCMV esté presente na populacdo em geral, com prevaléncia entre 40% a
100% (40% a 60% em paises desenvolvidos e 80% a 100% em paises
subdesenvolvidos) sendo diretamente proporcional a idade e inversamente proporcional
a condicdo socioecondmica (CALDEIRA, 2009; MATOQOS, 2009; MENDRONE
JUNIOR, 2010). O individuo pode albergar o virus em varios sitios do organismo,
principalmente nas glandulas salivares e em diferentes tipos de leucdcitos e é um
classico agente de infecgdo oportunista (ANDRADE, 2009; LUBECK; DOERR;
RABENAU, 2009; OKUDA, 2009; SOUSA et al., 2010). Quando ha imunossupressao
é um dos mais importantes agentes oportunistas, ocasionando sinais e sintomas clinicos

mais complicados do que aqueles individuos imunocompetentes (CALDEIRA, 2009).

Em adultos saudéaveis, o HCMV normalmente pode ndo produzir sinais e

sintomas, entretanto pode ocorrer um quadro semelhante @ mononucleose infecciosa
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com enfartamento ganglionar, febre, mal-estar, dores articulares, cansaco,
hepatomegalia, esplenomegalia e erupgdes cutaneas (BRASIL, s.d.). Em casos mais
graves podem ser observadas leucopenia ou leucocitose, artralgias, visceromegalias,
trombocitopenia, nauseas, retinite, colite, pneumonia, encefalite, polirradiculoneurite e
neuropatia periférica, visual e rejeicdo do 6rgdo transplantado (SILVA et al., 2007;
MATOS, 2009; ISHIBASHI et al., 2010).

A doenca originada pelo HCMV é a segunda causa de mortalidade entre
portadores de insuficiéncia renal cronica (IRC) sendo precedida apenas por distdrbios
cardiovasculares (FRAM et al., 2007; TESTAL et al., 2011) e a incidéncia desta
infeccéo ativa em pacientes pos transplantados de rim é estimada, no Brasil, em 60% a
100% (MATOS, 2009).

O portador de IRC tem uma incidéncia maior de transfusbes sanguineas,
principalmente o individuo em tratamento por hemodialise devido as anemias
(BARRETTI; DELGADO, 2007), causadas por perda de sangue no sistema de
hemodidlise, coleta de exames, mistura no espaco morto e procedimentos cirirgicos
(MODANEZ, 2011). J& em transplantados a hemotransfuséo ocorre geralmente apenas
durante o procedimento do préprio transplante (MORAIS et al., 2011). Dessa forma,
ambos 0s grupos sdo susceptiveis a inumeras infeccBes via transfusdo sanguinea,

principalmente pelo HCMV.

Os principais fatores de risco para a IRC s&o: idade avangada, hipertensdo
arterial sistémica (HAS), diabetes mellitus, histérico familiar e glomerulonefrites
(KUSUMOTO et al., 2007; BORTOLOTO, 2008; CORDEIRO et al., 2009), com maior
prevaléncia no sexo masculino (HIGA et al, 2007; RIBEIRO et al, 2008, FERRAZ et
al., 2010).

As recombinagBes em nivel molecular do HCMV podem ser facilitadas pelo
contato, direto ou indireto, principalmente durante a hemodialise com equipamentos,
superficies e méos contaminadas com virus, facilitando a infeccdo ou a co infecgédo
(CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2001). O HCMV tem
diferentes variantes ou cepas geneticamente distintas para as quais a protecdo
imunoldgica cruzada é parcial (MATOS, 2009; CROUGH; KHANNA, 2009). Essas

variantes podem ser relacionadas & variagdo de sequéncias isoladas, pois 0 HCMV pode
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causar infeccdo em diferentes tecidos corpéreos, como também infecgdes por outros
herpesvirus como virus Epstein Barr (SOWMYA et al., 2007; LUIZ, 2009).

Deckers et al. (2009) descrevem variantes genotipicas do HCMV que séo
dificeis de serem identificadas, dificultando a sua deteccdo e facilitando as infeccBes
por outros herpesvirus e a resisténcia aos antivirais. Carraro e Granato (2004) referem
que h& infecgdes recentes por cepas resistentes aos antivirais antes mesmo do inicio da

terapia ou logo ap6s o inicio, indicando cepas com resisténcia primaria.

Nas ultimas décadas a terapia antiviral com o Ganciclovir, realizada para
prevengdo e tratamento da infeccdo pelo HCMV principalmente entre transplantados
renais, se mostrou efetiva na prevencéo da doenca em individuos assintométicos, com
infeccdo ativa, aumentando a taxa de sobrevida (TAVARES, 2006; LUIZ, 2009).

A infeccdo por HCMV tem papel importante tanto no pds transplante como
também em individuo hemodialitico, pois esse recebe inimeras transfusfes sanguineas,
podendo contrair o HCMV caso esse for soronegativo e outros sorotipos, caso ja for
soropositivo. Como é candidato ao transplante renal, esse individuo pode trazer consigo
a infeccéo latente e consequentemente a ativagdo da infecgdo quando imunodeprimido e

possibilitando a rejeigdo do enxerto.

A identificacdo do HCMV pode ser realizada por sorologia e/ou por técnicas
moleculares. Por apresentarem grande sensibilidade e especificidade, os métodos
imunolégicos desenvolvidos para quantificar a concentragdo de antigenos e anticorpos,
tornaram-se técnicas padronizadas para pesquisa e aplicagBes clinicas. Entre esses
meétodos, um dos mais usados é o ELISA (Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay) e o
MEIA (microparticle enzyme immunoassay). O ELISA possibilita a deteccdo de
anticorpos anti-HCMV-especificos, tanto IgM (Imunoglobulina M) a qual caracteriza a
infeccdo aguda como 1gG (Imunoglobulina G) que caracteriza a infecgdo cronica
(MOURA et al., 2007; MATOS, 2009). A introducdo de testes rapidos permite a
deteccdo da replicacdo viral e auxilia no diagnostico precoce da doenca, sendo que a
forma ativa é identificada antes ainda do inicio dos sinais e sintomas. Isso proporciona
a oportunidade de comecar o tratamento antiviral precocemente (NOBERTO, 2008). Ja
o0 MEIA tem principio similar ao do ELISA, no entanto, utiliza como fase solida,
microparticulas sensibilizadas com antigenos ou com anticorpos, sendo sua técnica
utilizada para testes qualitativos ou quantitativos (PAULA et al., 2003; LADEHOF,;
BUENO, 2005).
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O sistema HLA, assim chamado em seres humanos é definido como Antigenos
Leucocitarios Humanos (Human Leukocyte Antigens-HLA), fazendo parte do sistema
Complexo Principal de Histocompatibilidade, sendo o maior complexo génico
conhecido do genoma humano (MAGALHAES, 2009). O complexo HLA tem cerca de
quatro milhGes de pares de bases (pb), o equivalente a 0,1% do genoma humano,
englobando mais de 100 genes (MAGALHAES, 2009). O interesse pelo seu estudo
deve-se ao fato de que numerosas doencas apresentam associa¢do com 0s antigenos
deste sistema. Ele consiste em um conjunto de aloantigenos, cuja importancia foi
inicialmente reconhecida no campo dos transplantes de 6rgdos e tecidos (FREIRE,
2009; PINA, 2009).

Os primeiros estudos visando estabelecer a relagéo de associacdo dos antigenos
de histocompatibilidade (HLA) e as doencas iniciaram-se no fim da década de 60,
porém os resultados foram inconsistentes. No ano de 1973, relatou-se importante
associacao da espondilite anquilosante com o antigeno HLA-B27 (BERTOLO, 1996). A
partir dai os antigenos HLA tém sido estudados em inimeras patologias distintas,
incluindo as auto imunes, as infecciosas, as neoplasicas e as idiopaticas (DONADI,
2000). Hoje, sabem-se da grande importancia do sistema HLA e o surgimento de
doencas, entretanto esta correlacdo ndo implica necessariamente, que o individuo ird
desenvolver a doenga, pois ha outros fatores presentes. A susceptibilidade a algumas
doengas pode estar associada a alguns alelos e a protecéo relacionada a outros (ALVES
et al., 2006a). Considerando a miscigenacdo populacional, novos alelos associados a
doencas devem ser descritos e outros ja existentes necessitam ser confirmados (ALVES
et al., 2006b). A infec¢do por HCMYV tem papel importante no pds transplante devido a
sua alta prevaléncia, pela gama variada de sindromes clinicas associadas e pela
capacidade imunomoduladora do virus (NORONHA et al., 2006), possibilitando a
rejeicdo do enxerto, pois hd limitagBes das atuais terapias antivirais (GIEST et al.,
2010). Diante do exposto e considerando a importancia de conhecer a epidemiologia do
HCMYV em nosso meio e a sua associagdo com o sistema HLA, entre pacientes renais

em hemodialise e transplantados renais, propusemos este estudo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL.

- ldentificar a soroprevaléncia de anti-HCMV em portadores de IRC em tratamento
dialitico e transplantados renais em dois centros de dialise da regido norte/noroeste do

Parand, bem como correlacionar esta frequéncia com os antigenos HLA.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

-ldentificar a soroprevaléncia do anti-HCMYV por meio do método imunoenzimético de

microparticulas quantitativo Abbott Diagnostics AXSYM® SYSTEM.

-ldentificar a frequéncia de anti-HCMV-IgG e IgM entre pacientes em didlise e

transplantados renais.

-Correlacionar a frequéncia de anti-HCMV-1gG e IgM com a hemotransfusdo entre

pacientes em dialise.

-Correlacionar a frequéncia de portadores de anti-HCMV com algumas variaveis
bioldgicas, tais como, sexo e idade, aléem do tempo médio de tratamento dialitico e

tempo de pos transplante renal.

-Verificar a associagdo entre os antigenos HLA e a soroprevaléncia do anti-HCMV-1gG
e IgM.
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3 REFERENCIAL TEORICO

A citomegalovirose foi inicialmente identificada por Ribbert em 1904, o qual
observou a presenca de grandes inclusdes celulares no rim de um natimorto com sifilis
no ano de 1881. Esta observacgdo, contudo, foi registrada somente 23 anos mais tarde,
com as primeiras ilustracdes dessas celulas semelhantes a protozoarios, observadas nos
rins, pulmdes e figado de outro natimorto com sifilis (PERES, 2009). No ano de 1910,
pesquisadores chegam a conclusdo que estas inclusdes celulares eram resultado de uma
infeccdo causada por protozodrio e propuseram o nome de Entamoeba mortinatalium.
J& em 1921, Goodpasture e Talbot descreveram a presenga de células citomegélicas em
glandulas submaxilares de criangas com infeccOes diversas, e sugeriram que estas
células poderiam ser de origem epitelial e ndo causadas por protozoarios. Além disso,
foram os primeiros a sugerir que as alteragBes celulares observadas eram similares as
lesGes da pele causadas pelo virus Varicella Zoster, portanto, que a citomegalia poderia

ser provocada pelo efeito indireto de um agente similar (PERES, 2009).

Ainda em 1921, Lipschutz também descreveu inclusdes similares que foram
associadas com lesdes em humanos infectados com herpes simples, afirmando que as
estruturas constituiam uma reacgdo especifica da célula contra algum tipo de virus, sendo
0 primeiro a reconhecer esta similaridade, postulando uma etiologia viral para a
“Doenca de Inclusdo Citomegéalica” (PERES, 2009).

O isolamento do HCMV ocorreu nos anos de 1956 e 1957, quase que
simultaneamente a partir dos experimentos de trés pesquisadores: Smith que isolou o
agente a partir de material procedente de duas criancas, Rowe que isolou o virus apds
uma adenoidectomia e Weller que recuperou o virus em figado e urina de crian¢as com
doenca de inclusdo citomegalica generalizada (BONON, 2004). Weller foi quem
introduziu o termo Citomegalovirus devido & caracteristica de citomegalia observadas
em células infectadas (MIURA, 2005; MATQS, 2009). O termo vem das palavras Cito
— célula, Megalo — grande e virus que é o agente causador da doenga (RACZ, 2008). A
partir de 1960, com o avango em transplantes, a infeccdo pelo HCMV passou a ser
considerada uma entidade de grande importancia clinica e pela primeira vez foi
reconhecido como principal patégeno em hospedeiros imunodeprimidos. (DIEAMANT,
2006; MANUEL et al., 2009; SOUSA et al., 2010).



20

O HCMV pertence & familia dos Herpesviridae, subfamilia Betaherpesvirinae e
género citomegalovirus. E caracterizado por possuir ciclos reprodutivos longos,
aumento das células infectadas e multiplos sitios de laténcia, assegurando a persisténcia
do virus no individuo. Em criancas e em adultos saudaveis a infeccdo é geralmente
assintomatica, algumas vezes acompanhada por sintomas ndo especificos e leves
(BRANDAO, 2006; SILVA, 2010). O HCMV nédo era considerado de grande
importancia clinica por causar apenas eventuais infeccbes em neonatos, no entanto com
o crescimento do nimero de infecgdes decorrentes da imunossupressdo tem aumentado

0 interesse nesse virus e em sua fisiopatologia (CALDEIRA, 2009).

O HCMV é o Unico herpesvirus humano com transmissdo intraplacentaria
natural, podendo ocorrer com mais freqiéncia durante a infeccdo primaria. E
transmitido por meio de contato direto com secregdes infectadas como o leite materno,
secregOes cervicais e seminais, sendo a saliva uma fonte comum entre adultos e a urina
entre criancas e adultos. Pode ser transmitido por meio da transfusdo sanguinea e
durante o transplante de 6rgdos (RACZ, 2008). Foi originalmente classificado como um
beta herpesvirus, por suas caracteristicas morfologicas e bioquimicas. Por ter
semelhanga morfoldgica e a presenca de DNA, o HCMV foi considerado um membro
do grupo herpes (DIEAMANT, 2006). E conhecido também como herpesvirus humano
tipo 5 (HHV-5), é o maior virus e mais estruturalmente complexo da familia
Herpesviridae e é morfologicamente indistinguivel dos outros herpesvirus humanos
(KALLAS, 2008; CALDEIRA, 2009). Em 1979 o Grupo de Estudos dos Herpesvirus
do Comité Internacional para Nomenclatura dos Virus dividiu a familia Herpesviridae
em trés subfamilias representando os virus herpes simples tipo 1 e 2, herpes zoster
(HHV3) (Alphaherpesvirinae), citomegalovirus, herpesvirus humano, tipo 6 e tipo 7
(Bethaherpesvirinae) e o grupo Gammaherpesvirinae (Epstein Barr e Herpesvirus
Humano 8) (MANFRINATO, 2005).

O HCMV é um adenovirus, ou seja, seu genoma é de duplo filamento de DNA
linear, consiste de 250.000 pares de base que podem codificar potencialmente 200
proteinas ou mais (CALDEIRA, 2009; COSTA, 2009). Essas proteinas sdo circundadas
por um capsideo icosaédrico com 162 capsomeros. O capsideo € rodeado por uma
camada amorfa de proteinas, chamada tegumento e envolvido por uma bicamada
lipidica, onde se encontram as glicoproteinas virais (JUNQUEIRA; SANCHO;
SANTOS, 2008) e enzimas (DIEAMANT, 2006). O HCMV é um virus labil e
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envelopado, inativado quando exposto ao éter a 20% por 2 horas, pH acido (< 5),
aquecimento de 37°C por 1 hora ou 56°C por 30 minutos, exposi¢do a luz ultravioleta
por 5 minutos e ciclos sucessivos de congelamento e descongelamento (ANDRADE,
2009). Tem por caracteristica a replicagdo lenta, onde pode manter a infec¢do por
periodos prolongados e permanecerem em estado latente. Em cultura, o virus tem a
tendéncia de se manter associado as células, com liberacdo de um nimero muito
reduzido de particulas virais (CALDEIRA, 2009).

O tamanho do genoma é de aproximadamente 230 Kilobases (229.354 pares de
bases — GeneBank NC 001347) ou massa molecular relativa de 150 -155 x 106 e uma

densidade de 1.716 — 1.717 g/cm3 correspondente a 58% de guanosina e citosina. A

figura 1 representa a estrutura do HCMV.

Capsomero
Genoma

Tegumento ou Matriz
Envelope Lipidico

Glicoproteinas

Figura 01 - Estrutura do Citomegalovirus Humano (HCMV).
Fonte: Noberto (2008)

A fagocitose, a interacdo entre as proteinas virais (glicoproteina B e
glicoproteina complexa gC-1l) e receptores especificos presentes na superficie da
membrana celular, sdo processos que permitem a penetragdo do virus na célula
(ANDRADE, 2009). A glicoproteina B (gB) é uma proteina predominante no envelope
viral (FAN et al., 2009; WU et al., 2010a), essencial para a replicagdo do virus in vitro e
in vivo, importante no processo de adsor¢do na célula hospedeira e disseminagdo do

virus célula a célula; ela é também um importante alvo da resposta imune humana que
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induz & formac8o de anticorpos de neutralizacdo. Pode ser o componente do envelope
viral mais altamente conservado. Certas regides do gene gB sdo altamente variaveis
entre as diferentes cepas de HCMYV, estando uma delas situada proxima ao sitio de
clivagem da protease (entre os aminoécidos 460 e 461) e esta envolvida no processo de
fusdo com a célula hospedeira (DIEAMANT, 2006).

O Unico reservatorio para transmissdo do HCMV ¢é o prdprio homem e ocorre
por meio do contato direto (ANDRADE, 2009). Estudos sugerem dois periodos de
aumento da infeccéo: primeiro € o periodo perinatal e o segundo ocorre durante 0s anos
de maturidade sexual. As fontes de infec¢do para o periodo perinatal sdo: o canal de
parto, leite materno e outras criangas contaminadas, que conservam 0 Vvirus no trato
respiratorio e trato urinario por longos periodos ap6s a infec¢do priméria. As fontes de
infeccdo durante o periodo de maturidade sexual sdo 0s contatos sexuais e a transmissdo
horizontal pode ocorrer por transplante de 6rgdos e transfusdo sanguinea (CALDEIRA,
2009). Apos a contaminacdo, inicia-se o processo de replicagdo viral entre 14 e 24
horas, causando mudangas na forma, metabolismo e transcricdo genética da célula
hospedeira, durando aproximadamente 24 horas e divide-se nas seguintes fases: | -
producéo de proteinas reguladoras (4h); 1l - producdo de DNA polimerase (8h); Il -

producdo de proteinas estruturais e montagem de novo virus (12h).

Em um paciente imunocompetente, a maior parte do virus é destruida por células
citotoxicas (linfocitos T) especificas para HCMV e a infeccdo se mostra assintomatica.
Em pessoas imunocomprometidas, que ndo receberam tratamento adequado, a infecgéo
se torna sintomatica e com envolvimento de varios 6rgdos como o figado, trato
gastrointestinal, retina, pulmdes e sistema nervoso (JUNQUEIRA; SANCHO;
SANTOS, 2008; CALDEIRA, 2009).

O hospedeiro sendo infectado, o DNA pode ser encontrado em diferentes
linhagens celulares e 6rgdos do corpo. Na infeccéo inicial, infecta as células epiteliais
das glandulas salivares, resultando em uma infeccéo persistente local de laténcia viral.
O HCMYV infecta também o sistema geniturinario, especificamente os tubulos proximais
do rim proximo das éareas corticais. A viruria é muito comum, porém tem pouca
consequiéncia clinica. Apesar da replicacdo viral no rim, é raro ocorrer disfuncéo renal.
Uma excecao pode acontecer em individuos que receberam transplante de rim, no qual o
HCMV é associado a glomerulopatia e possivel causa de rejeicdo do enxerto
(NOBERTO, 2008).
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As manifestaces clinicas da infec¢do pelo HCMV variam dependendo da idade,
das condicOes fisicas do paciente e da capacidade de resposta imunoldgica. Em
individuos saudaveis, na grande maioria dos casos, a infeccdo é subclinica ou no
maximo se apresenta como sindrome similar & mononucleose infecciosa (BRITT,
2005). Entretanto, sob certas condi¢bes, como em deficiéncia imunoldgica e em
criangas com infecgbes congénitas, a apresentagdo clinica pode ser grave e até levar a
morte. Além disso, o comprometimento da imunidade predispde o individuo a infeccéo
priméria ou a reativacdo de infeccdo latente. Nos receptores de transplante, o HCMV é
uma das infeccBes mais frequentes no periodo pos-transplante cardiaco, hepatico,
coracdo-pulmdo e medula 6ssea. Estudos indicam que a carga viral do HCMV em
receptores de transplante é o principal determinante da infec¢éo, independentemente das
condigdes do doador. Segundo Caldeira (2009), a infeccdo manifesta-se dependendo do
6rgdo transplantado: em transplante de medula dssea, a infeccdo ocorre
predominantemente & pneumonia intersticial; em receptores de figado, a hepatite pode
dificultar a diferenciagdo quanto a uma possivel rejeicdo do 6rgéo; ja nos transplantes
renais, a sindrome “classica” do HCMV como febre, leucopenia, linfdcitos atipicos,
hepatomegalia, mialgias e artralgias sdo mais comuns. A infeccdo por esse virus pode
ser responsavel por 35% da leucopenia, 30% dos episodios de febre e 20% da falha dos
transplantes de 6rgdos (JUNQUEIRA; SANCHO; SANTOS, 2008). H4 uma estreita
relagdo entre HCMV e HIV, com soropositividade de aproximadamente 100% nas
populagdes com alto risco (CALDEIRA, 2009).

O tratamento sistémico consiste basicamente em uso de drogas antivirais, sendo
0 Ganciclovir e Foscarnet as drogas endovenosas mais utilizadas na atualidade, ambas
com pouca disponibilidade oral e alta toxicidade, o que limita seu uso em longo prazo.
Em relacdo & toxicidade, podem ocasionar mielossupressdo, neutropenia,
trombocitopenia, insuficiéncia renal (azotemia), insuficiéncia hepatica, coma, convulsao
e disturbios hidroeletroliticos (JUNQUEIRA; SANCHO; SANTOS, 2008).

O uso dessas drogas tem resultado em importante beneficio para os pacientes
pés transplante devido & reducdo considerdvel de infeccdo por HCMV no pds-
transplante imediato (ANDRADE, 2009).

A imunoprofilaxia da infeccdo pode ser realizada por uso de imunoglobulinas
endovenosas contento anticorpos anti-HCMV, mas essa prética permanece controversa

e sem comprovacdo de eficacia. Drogas usadas na terapia anti-HCMV tem pouca
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absorcdo via oral e consequentemente uma baixa poténcia, podendo desenvolver
resisténcia e apresentar toxicidade (SILVA, 2010). Experimentou-se em receptores de
transplante renal, a utilizagdo de vacinas com virus vivo, mas com resultados
controversos (CALDEIRA, 2009).

Dessa maneira 0 HCMV pode ser muito nocivo ao organismo quando hd um
desequilibrio imunoldgico, sendo necessario atentar-se aos sinais, sintomas e a
fisiopatologia que caracteriza tal sindrome (CALDEIRA, 2009). Em pacientes em
hemodidlise é importante saber sua prevaléncia, pois sdo automaticamente candidatos
ao transplante renal e consequentemente tornam-se imunodeprimidos o que pode causar

a rejeicao do enxerto como ja mencionado.

Além disso, faz-se necessario também conhecer sua etiologia e 0s grupos mais

vulneraveis a fim de um alerta maior com 0s mesmos.

3.1 SISTEMA HLA - antigenos leucocitarios humanos

O Complexo Principal de Histocompatibilidade (CPH ou MHC, do inglés,
Major Histocompatibility Complex) foi descrito inicialmente por Dausset em 1958,
definindo-se como um grupo de glicoproteinas polimorficas encontradas em todos 0s
vertebrados (FREIRE, 2009). O CPH constitui um conjunto de aproximadamente 200
genes que se localizam no brago curto do cromossomo 6. E 0 maior complexo génico
conhecido do genoma humano, caracterizando-se pela diversidade, polimorfismos e
desequilibrios de ligagdo (MAGALHAES, 2009). Em humanos é chamado de
Antigenos Leucocitarios Humanos (Human Leukocyte Antigens-HLA) devido a
descoberta de diferencas entre leucécitos de individuos (FREIRE, 2009;
MAGALHAES, 2009).

O complexo HLA tem cerca de quatro milhGes de pares de bases (pb), o equivalente
a 0,1% do genoma humano, englobando mais de 100 genes (MAGALHAES, 2009). O
interesse pelo seu estudo deve-se ao fato de que numerosas doengas apresentam
associacdo com o0s antigenos deste sistema. Ele consiste em um conjunto de
aloantigenos, cuja importancia foi inicialmente reconhecida no campo dos transplantes
de drgaos e tecidos (FREIRE, 2009; PINA, 2009).

A organizacdo dos genes, que codificam os aloantigenos HLA de classe | e I, e

que estdo intimamente ligados entre si no brago curto do cromossomo 6, subdivididos
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em 3 regibes: classe I, Il e I11. Os genes da regido de classe I constituem a por¢do mais
telomérica do loco HLA e codificam os antigenos HLA-A, B, C e estdo presentes em
praticamente todas as células nucleadas do organismo (MAGALHAES, 2009). Os genes
da regido de classe Il sdo 0s mais centroméricos e codificam os antigenos HLA-DR, DQ
e DP e sdo distribuidas com mais restrigdo no organismo, localizando-se nas superficies
de células que estdo diretamente relacionadas a resposta imune, tais como macrofagos,
mondcitos, células dendriticas, células de Langerhans, linfocitos B e linfocitos T
ativados (MAGALHAES, 2009; PINA, 2009). A identificacdo dessas moléculas
permite a melhor escolha do doador-receptor e é fundamental para o sucesso do
transplante, mesmo com o uso de drogas imunossupressoras que reduzem a
possibilidade de rejei¢cdo (BICALHO et al., 2002).

O primeiro antigeno HLA foi descrito por reacdo soroldgica e Terasaki
estabeleceu sua importancia no transplante renal. Os antigenos de superficie celular
associados ao CPH eram importantes nas interagdes celulares e reconheceu-se a
necessidade de compatibilidade entre CPH para sucesso nos transplantes. A fungéo
bioldgica das moléculas do CPH é a apresentacdo de antigenos processados no interior
das células apresentadoras de antigenos (APCs). O impacto biolégico que o
polimorfismo do sistema CPH, com mais de 3 mil alelos, tem na resposta imune é
fundamental (MAGALHAES, 2009).

3.2 SISTEMA HLA E A INFECAO POR HCMV

Os primeiros estudos visando estabelecer a relacdo de associacdo dos antigenos
de histocompatibilidade (HLA) e as doencas iniciaram-se no fim da década de 60,
porém os resultados foram inconsistentes. No ano de 1973, relatou-se importante
associacdo da espondilite anquilosante com o antigeno HLA-B27 (BERTOLO, 1996). A
partir dai os antigenos HLA tém sido estudados em inimeras patologias distintas,
incluindo as auto imunes, as infecciosas, as neoplasicas e as idiopaticas (DONADI,
2000). Hoje, sabem-se da grande importancia do sistema HLA e o surgimento de
doencas, entretanto esta correlacdo ndo implica necessariamente, que o individuo ird
desenvolver a doenga, pois ha outros fatores presentes. A susceptibilidade a algumas
doengas pode estar associada a alguns alelos e a protecéo relacionada a outros (ALVES

et al., 2006a). Considerando a miscigenacdo populacional, novos alelos associados a
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doencas devem ser descritos e outros ja existentes necessitam ser confirmados (ALVES
et al., 2006b).

A infeccdo por HCMV tem papel importante no pds transplante devido a sua alta
prevaléncia, pela gama variada de sindromes clinicas associadas e pela capacidade
imunomoduladora do virus (NORONHA et al., 2006), possibilitando a rejeicdo do

enxerto, pois h limitacBes das atuais terapias antivirais (GIEST et al., 2010).
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4 METODOLOGIA

4.1 TIPO E LOCAL DE ESTUDO

O método empregado é um estudo de carter transversal, sendo que os dados
foram coletados de pacientes com IRC e transplantados renais atendidos no setor de
Dialise do Hospital Santa Casa de Misericordia e na Clinica do Rim do Hospital Santa
Rita, ambos situados no municipio de Maringa, Parana. Os exames laboratoriais de
tipagem HLA s&o rotineiramente executados a fim de orientar o tratamento definitivo
que é o transplante renal. O laboratério de Imunologia da Universidade Estadual de
Maringd (UEM) foi utilizado para a execugdo dos exames para detec¢do do HCMV a
partir do sangue periférico obtidos dos pacientes em tratamento dialitico e
transplantados renais. As informagdes sobre a tipagem HLA dos pacientes envolvidos
sdo oriundas do banco de dados de tipagem HLA do Laboratério de Imunologia da
UEM elaborado a partir de um Projeto de Extensdo Permanente desenvolvido na

disciplina de Imunologia do Departamento de Ciéncias Béasicas da UEM.

4.2. POPULACAO DE ESTUDO E COLETA DE MATERIAL

Os servicos de Diélise referidos possuiam aproximadamente 290 pacientes em
hemodidlise e 80 transplantados renais. A populacdo desta pesquisa envolveu 256

pacientes, sendo 203 individuos em hemodialise e 53 transplantados.

Aplicou-se um questionario estruturado (APENDICE 2) para a caracterizagio
dos envolvidos e coletado amostras de sangue periférico para a investigagdo do HCMV.
Foram excluidos do estudo aproximadamente 30 individuos por recusarem a participar
da pesquisa, 0s que possuiam impossibilidade de compreensdo e comunicagdo e que
estavam desacompanhados, instabilidade hemodinamica ou qualquer outra complicagéo
que ndo possibilitasse a coleta de dados e de material bioldgico e idade inferior a 18

anos.
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4.3 PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS
4.3.1 COLETA DE SANGUE PERIFERICO

A coleta de sangue periférico foi realizada pelos funcionérios do setor de
Dialise ou por funcionarios do Laboratério de Analises Clinicas, em dois tubos
contendo anticoagulante EDTA (4ml cada um) e acondicionadas a uma temperatura

entre 2°C e 8°C por no méximo 24 horas.

4.3.2 IDENTIFICACAO DO HCMV POR MEIA

O método empregado para a deteccdo e caracterizacdo de marcadores
soroldgicos, os anticorpos anti-HCMV, foi o imunoenzimatico de microparticulas
(MEIA) quantitativo (Abbott Diagnostics AXSYM® SYSTEM CMV IgG e IgM para o
HCMV).

O MEIA tem principio similar ao do ELISA, no entanto, utiliza como fase solida,
microparticulas sensibilizadas com antigenos ou com anticorpos, sendo sua técnica
utilizada para testes qualitativos ou quantitativos (PAULA et al., 2003; LADEHOF;
BUENO, 2005). O nimero de sitios de ligacdes de um teste por microparticulas é de
4.000 a 10.000 vezes superior ao do ELISA, o que eleva a sensibilidade e a
especificidade do método e reduz o tempo de incubacdo (RAMOS, 2010). Na etapa
final da reacdo no AXSYM®, a enzima ativa é ligada a um anticorpo (conjugado) sob
acdo de um substrato, produzindo um produto final fluorescente. A fluorescéncia
produzida por essa reacdo é medida e determina a quantidade do marcador soroldgico
pesquisado. A interpretacdo dos resultados obtidos seguiu os critérios determinados pelo
fabricante do equipamento. (LADEHOF; BUENO, 2005). Os valores superiores a 15
AU/ml (Unidades de Anticorpos por mililitro) foram considerados positivos, valores
inferiores a 10 AU/ml foram considerados negativos e os resultados entre 10-15 AU/ml
foram considerados como Gray zone. Os resultados, definidos como “Gray zone”, sdo
interpretados como duvidosos ou suspeitos, ou seja, apresentam resultado

indeterminado.
4.3.3 TIPAGEM HLA

Para realizar a tipagem HLA, realizou-se inicialmente a extracdo de DNA

humano por meio de amostras de sangue periférico, coletadas por puncdo venosa com
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tubos a véacuo e anticoagulante EDTA e centrifugadas para obter a camada leucocitaria.
O DNA genomico foi extraido desta camada pelo reagente EZ-DNA, seguindo as

instrucOes do fabricante (Biological Industries, Kibbutz Beit, Haemek).

Polimorfismo genético das moléculas HLA: para a tipificacdo HLA classe | (HLA-A
e -B) e classe 1l (HLA-DRB1) foi utilizado o kit LABType® SSO One Lambda aliado a
tecnologia Luminex. Esse método de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) utiliza
primers biotinilados. O material amplificado passou por um processo de desnaturagdo e
posterior hibridizacdo com sondas ligadas a microesferas (beads) que fazem parte do
sistema multianalitico Luminex. Cada bead é marcada com uma determinada
fluorescéncia e possui uma sonda de oligonucleotideo correspondente a um alelo HLA,
ou a um grupo de alelos HLA. Apds a etapa de hibridizacéo as sondas que hibridizaram
com o DNA sdo marcadas com uma solu¢do SAPE (estreptavidina conjugada com
ficoeritrina). O citbmetro de fluxo LABScan® 100 é capaz de reconhecer a
fluorescéncia da bead e da SAPE ligada a sonda. Os dados gerados pelo aparelho

foram analisados no software HLA Fusion para a determinagé&o da tipagem HLA.

4.4 TRATAMENTO ESTATISTICO

Os dados coletados foram tabulados em planilhas do tipo Excel®, gerando um
banco de dados informatizado e transferidos para o software STATISTICA 7.0 para a
analise estatistica descritiva e o teste exato de fisher.

Para andlise estatistica dos dados os pacientes foram divididos em positivos e
negativos para anticorpos anti-HCMV-IgG e anti-HCMV-IgM. Foi quantificado o
namero de vezes que um determinado alelo apareceu (frequéncia alélica) e a frequéncia
relativa. O valor de p foi calculado pelo Teste Exato de Fisher (p-valor) e para 0s
valores de p abaixo de 0,05, foi calculado o valor de p por meio da correcéo de

Bonferroni (Pc-valor).

4.5 ASPECTOS ETICOS

Os pacientes hemodialiticos e os transplantados renais foram orientados quanto
aos objetivos da pesquisa e apds concordarem em participar assinaram um termo de
consentimento livre esclarecido (TCLE) (APENDICE 1). A abordagem foi durante o

tratamento dialitico e na consulta médica para aqueles j& transplantados que ndo
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frequentam o hospital regularmente. Obedeceu-se aos aspectos éticos apresentados pela
Resolugdo 196 de 10 de outubro de 1996 do Conselho Nacional de Saude do Ministério
da Salde que disciplina as pesquisas com Seres Humanos (BRASIL, 1999). Este estudo
foi aprovado pelo do Comité de Etica em Pesquisa (COPEP) da UEM, com o parecer
CAAE 0334-10 (ANEXO 1).
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SOROPREVALENCIA PARA CITOMEGALOVIRUS HUMANO EM
AMOSTRAS DE PACIENTES SUBMETIDOS AO TRATAMENTO DIALITICO
E TRANSPLANTADOS RENAIS EM DOIS CENTROS DE DIALISE.

Patricia Okubo®, Jodo Bedendo?
RESUMO

O citomegalovirus humano (HCMV) é um dos principais causadores de
morbimortalidade em pacientes imunocomprometidos, entre eles os transplantados,
onde pode ocorrer a rejeicdo aguda do enxerto. Pacientes em dialise, além do
comprometimento do sistema imune, sdo submetidos a hemotransfusdes, aumentando a
probabilidade de se contrair o virus. Dessa forma, é importante averiguar a incidéncia
da soropositividade do HCMV nessa populagdo, buscando estabelecer relagdes com
fatores de risco como hemotransfusdes e outros dados epidemiolégicos. A populagido
estudada foi composta por 203 pacientes em tratamento dialitico e 53 transplantados
renais. A identificacdo do anti-HCMV foi realizada por meio da técnica de MEIA
(microparticle enzyme immunoassay). Encontrou-se 96% (195) de soropositividade para
0 anti-HCMV em pacientes em dialise e 100% nos transplantados renais. Ndo houve
associacdo estatisticamente significante entre a soropositividade do anti-HCMV com a
varidvel sexo em ambos 0s grupos e também com a hemotransfusdo no grupo de
pacientes em didlise. Houve uma maior frequéncia do virus em pacientes
imunocomprometidos, principalmente no grupo de transplantados.

Descritores: dialise, insuficiéncia renal cronica, citomegalovirus.
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INTRODUCAO

O citomegalovirus humano (HCMV) é um DNA virus pertencente & familia dos
Herpesviridae, subfamilia Betaherpesvirinae e género citomegalovirus, também
conhecido como Herpesvirus Humano Tipo 5 (HHV-5), sendo um dos principais
causadores de morbidade e mortalidade em pessoas imunocomprometidas (ANDRADE,
2009; TESTAL et al., 2011), particularmente pacientes portadores de Insuficiéncia
renal crdnica (IRC) em diélise, devido a sua qualidade de vida prejudicada (PAIM et
al., 2006) e transplantados renais (KALLAS, 2008; TESTAL et al., 2011).

O homem € o Unico reservatorio do HCMV e é adquirido pelo contato direto
(ANDRADE, 2009), sendo a infeccdo geralmente assintomatica ou acompanhada por
sintomas inespecificos e leves (BRANDAO, 2006; SILVA, 2010). A ativacio da
replicacdo viral ocorre em individuos imunocomprometidos como na infeccdo pelo
virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), tratamento quimioterapico, fetos e recém-
nascidos devido & imaturidade do sistema imunoldgico, idosos por fragilidade, pessoas
queimadas, individuos submetidos a dialise. Entre os transplantados a ativacdo da
doenca se d& devido ao uso continuo de drogas imunossupressoras a fim de evitar a
rejeicdo aguda do enxerto (LUIZ, 2009; MATOS, 2009; BORDES et al., 2011). Entre
0s pacientes em didlise e transplantando renais € alta a probabilidade de
hemotransfusdes o que pode ocasionar o contato direto com o0 HCMV (MENDRONE
JUNIOR, 2010). A infeccdo pelo HCMV ¢é a segunda causa de mortalidade entre
portadores de IRC sendo precedida apenas por distarbios cardiovasculares (FRAM et
al., 2009).

O HCMV esté presente na populagdo em geral, com prevaléncia entre 40% a
100% sendo 40% a 60% em paises desenvolvidos e 80% a 100% em paises
subdesenvolvidos (MATQOS, 2009; MENDRONE JUNIOR, 2010). A incidéncia do
HCMYV, em pacientes pos transplantados renais, é estimada em 60% a 100% (MATOS,
2009) e provavelmente a transmissédo ocorre por meio do enxerto infectado ou por
hemotransfusio (RACZ, 2008), sendo a infeccdo uma das principais causas de
mortalidade nesse grupo (JUNQUEIRA; SANCHO; SANTQOS, 2008)

A identificacdo do HCMV pode ser realizada por sorologia e/ou por técnicas
moleculares. Os meétodos imunoldgicos por apresentarem grande sensibilidade e

especificidade, tornaram-se técnicas padronizadas para pesquisa e aplicagdes clinicas.
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Entre esses métodos, um dos mais usados é o método imunoenzimatico de
microparticulas (microparticle enzyme immunoassay - MEIA) que possibilita a
deteccdo de anticorpos anti-HCMYV especificos, tanto IgM (Imunoglobulina M) a qual
caracteriza a infecgdo aguda, como 1gG (Imunoglobulina G) que caracteriza a infecgao
cronica (MOURA et al., 2007; MATQOS, 2009). A tecnologia MEIA tem principio
similar ao do ELISA, no entanto, utiliza como fase solida, micro particulas
sensibilizadas com antigenos ou com anticorpos, sendo sua técnica utilizada para testes
qualitativos ou quantitativos (PAULA et al., 2003; LADEHOF; BUENO, 2005).

Assim, os objetivos desse estudo é identificar a soroprevaléncia do anti-HCMV
(19G e IgM) em portadores de IRC em tratamento dialitico e transplantados renais em
dois centros de diélise da regido norte/noroeste do Parand e avaliar a associacdo entre a
frequéncia do HCMV com algumas variaveis bioldgicas e fatores de risco como

hemotransfusdes, tempo médio de tratamento dialitico e tempo de pds transplante renal.
MATERIAIS E METODOS
Populacao de estudo e coleta de material biolégico

Participaram deste estudo 256 pacientes procedentes de dois hospitais de médio
porte do municipio de Maringa-Pr, sendo 203 em tratamento hemodialitico, 53
transplantados renais. Obtém-se uma amostra de sangue periférico para a identificagdo
do anti-HCMV-IgG e IgM. Os individuos foram caracterizados quanto & media de
idade, sexo, portador ou ndo de anti-HCMV, tempo de p6s transplante, tempo de didlise
e ocorréncia de hemotransfuséo entre os dialisados. Os dados coletados foram tabulados
em planilhas do tipo Excel®, gerando um banco de dados informatizado e transferidos
para o software STATISTICA 7.0 para a anélise estatistica descritiva e o teste exato de

Fisher.
Critérios de excluséo.

Foram excluidos do estudo aproximadamente 30 pacientes por recusa, idade
inferior a 18 anos, complicagBes clinicas que impossibilitava a coleta de dados entre
outros. Obedeceu-se aos aspectos éticos apresentados pela Resolucdo 196/96 do
Ministério da Salde que disciplina as pesquisas com Seres Humanos (BRASIL, 2006)
Este estudo foi aprovado pelo do Comité de Etica em Pesquisa (COPEP) da UEM, com
0 parecer CAAE 0334-10.
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Teste para identificacdo do anti- HCMV.

A detecco e a caracterizagdo dos anticorpos anti-HCMV-IgG e IgM foram
realizados utilizando o método imunoenzimatico de microparticulas (microparticle
enzyme immunoassay - MEIA) quantitativo (Abbott Laboratories, Abbott Park, I,
Abbott Diagnostics AXSYM® SYSTEM . Os valores superiores a 15 AU/ml (Unidades
de Anticorpos por mililitro) foram considerados positivos para anti-HCMYV, valores
inferiores a 10 AU/ml foram considerados negativos e os resultados entre 10-15 AU/ml
foram considerados como Gray zone. Os resultados definidos como “Gray zone”, sdo
interpretados como duvidosas ou suspeitas, ou seja, apresentam resultado indeterminado
(18) (HACKETT et al., 2010).

RESULTADOS

A tabela 1 mostra a caracterizagdo da populagdo estudada, considerando as variaveis
sexo, média de idade e o tempo médio da modalidade de tratamento renal atual
(hemodialise/transplante).

Tabela 1: Caracterizacdo de 2 populacfes (em diélise e transplantados renais) quanto
ao sexo, idade média, tempo médio da modalidade de tratamento renal atual em dois
centros de didlise da regido norte/noroeste do Parand.

Usuarios que realizam hemodialise (n=203) Usuarios transplantados (n=53)
Masculino Feminino Masculino Feminino
Sexo 129 (63,55%) 74 (36,45%) Sexo 32 (60,38%) 21 (39,62%)
Média de - .
idade (em 52,6 51,78 ~ Mediadeidade(em 050 40,10
anos)
anos)
mzzrirl)pge Tempo médio de
L 46,65 54,12 transplante (em 102,47 89,38
hemodialise
meses)
(em meses)

Realizando o teste t para o grupo de dialisados, considerando a média de idade e
0 tempo da modalidade do tratamento atual, para amostras independentes,
correlacionando com o0 sexo, obtivemos p-valor >0,05 (0,2641; 0,7155
respectivamente), ou seja, a média de idade e o tempo médio de hemodialise em ambos
0S Sex0s Sa0 0S mesmos. Isso aconteceu também com o grupo de transplantados em
relagdo ao tempo de modalidade de tratamento, em que o p-valor foi >0,05 (0,3890),
porém a média de idade nos pacientes do sexo masculino foi maior (p-valor=0,0380).

A tabela 2 mostra frequéncia de soropositividade para anti-HCMV- IgG e anti-

HCMV-IgM no grupo dialitico, conforme o género.
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Tabela 2: Soroprevaléncia de anti-HCMV (IgG e IgM) entre pacientes em dilise,
conforme o género.

Soropositividade entre pacientes em dialise (n= 203)
Resultado anti-HCMV-1gG

Sexo Positivo Negativo
Masculino 124 (96,12%) 5 (3,88%)
Feminino 71 (95,95%) 3 (4,05%)

Resultado anti-HCMV-IgM

Sexo Positivo Negativo Gray zone
Masculino 7 (5,43%) 118 (91,47%) 4 (3,10%)
Feminino 3 (4,06%) 69 (93,24%) 2 (2,70%)

Encontrou-se 195 pacientes (96%) soropositivos para o anti-HCMYV sendo que
todos que foram soropositivos para anti-HCMV-IgM também apresentam o anti-
HCMV-1gG. Realizando o teste Exato de Fisher, correlacionando a presenga do HCMV
com o sexo, obtivemos p-valor >0,05, (0,9999 para anti-HCMV-I1gG e 0,9173 para anti-
HCMV-IgM), ou seja, a proporcdo da positividade para o anti-HCMV (I1gG/IgM) é a
mesma em ambos 0s sexos.

Correlacionando se a soropositividade do anti-HCMV com a hemotransfuséo,
(tabela 3), usando o teste Exato de Fisher, obteve-se p-valor >0,05, (0,2640 para anti-
HCMV-IgG e 0,7118 para anti-HCMV-IgM), sendo assim, a presenca do virus €
independente da hemotransfusao.

Tabela 3: Soroprevaléncia de anticorpos anti-HCMV (1gG e IgM) entre pacientes em
dialise, de acordo com a variavel “hemotransfusdo”.

Hemotransfusao entre pacientes em dialise (n= 203)

Resultado anti-HCMV-1gG em hemotransfundidos

Transfuséo Positivo Negativo
Sim 124 (94,66%) 7 (5,34%)
Néo 71 (98,61%) 1(1,39%)
Resultado anti-HCMV-IgM em hemotransfundidos
Transfuséo Positivo Negativo Gray zone
Sim 6 (4,58%) 120 (91,60%) 5 (3,82%)
Néo 4 (5,55%) 67 (93,06%) 1(1,39%)

A tabela 4 mostra a soroprevaléncia do anti-HCMV-1gG e IgM, conforme o
género, entre transplantados renais. Obteve se 100% de soropositividade no grupo.

Realizando o teste Exato de Fisher, obtivemos p-valor >0,05 (1 para anti-HCMV-1gG e
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0,8972 para anti-HCMV-IgM), ou seja, a proporcdo da soropositividade em ambos o0s
Sexos é a mesma.

Tabela 4: Presenca de anticorpos anti-HCMV (IgG e IgM) entre pacientes
transplantados, conforme a variavel sexo.

Soropositividade entre transplantados renais (n= 53)

Resultado anti-HCMV-1gG

Sexo Positivo Negativo
Masculino 32 (100,00%) 0 (00,00%)
Feminino 21 (100,00%) 0 (00,00%)

Resultado anti-HCMV-IgM

Sexo Positivo Negativo Gray zone
Masculino 13 (40,63%) 17 (53,12%) 2 (6,25%)
Feminino 7 (33,33%) 13 (61,91%) 1(4,76%)

DISCUSSAO

No presente estudo, ndo se encontrou diferencas estatisticamente significante da
media de idade entre os sexos no grupo de hemodialisados, no entanto no grupo de
transplantados houve essa diferenca, com predominio de homens mais velhos. Esse
resultado foi semelhante encontrado num estudo no municipio de Fortaleza-CE (LIRA;
ALBUQUERQUE; LOPES, 2007).

Os resultados do teste Exato de Fisher, para o grupo de hemodialiticos,
mostraram que ndo houve diferenca estatisticamente significante na soroprevaléncia
para anti-HCMYV entre o grupo que recebeu e aquele que ndo recebeu hemotransfuséo.
Yamamoto et al. (1999) e Wu et al. (2010b) também ndo encontraram associacéo entre
hemotranfuséo e infec¢do pelo HCMV em pacientes hemodiliticos. Nos dltimos anos,
novas tecnicas de selecdo e depuracdo sanguinea, como a técnica de desleucocitacéo,
bem como maior controle dos doadores tem possibilitado o declinio dessas infeccoes
(ALBERTI; VASCONCELLOS; PETROIANU, 2006; BRASIL, 2008). Considerando
se 0 conhecimento sobre o risco da infeccdo por HCMV, entre pacientes
imunodeprimidos, e tendo em vista 0 maior cuidado que se tem tido com oS
hemocomponentes, pode justificar o declinio das taxas de soroprevaléncia para o anti-
HCMV (UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS, 2008).

Os resultados do teste Exato de Fisher, aplicado para o grupo de hemodialisados,
mostrou que ndo houve diferenca estatisticamente significante da soropositividade em

relacdo a variavel sexo. A literatura refere maior tendéncia da aquisi¢cdo do virus em
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mulheres, provavelmente por essas terem maiores chances de contato com criangas
infectadas, diferencas anatbmicas  em 6rgdos  genitais e habitos de
comportamento sexual (VARGA et al., 2008; MATOS; MEYER; LIMA, 2010).

A infeccdo cronica caracterizada pela presenca do anti-HCMV-IgG, foi
encontrada na maioria dos pacientes, tanto naqueles em tratamento dialitico como em
transplantados renais. Estes resultados sdo compativeis com outros estudos que
mostraram a presenca da infeccdo ativa na populacdo que apresenta alteragdes do
sistema imune (ONYEAGOCHA et al., 2009; GORZER et al., 2010), Os transplantados
renais imunodeprimidos tém maior probabilidade de infecgdo aguda (anti-HCMV-1gM)
do que a populagdo imunocompetente, resultado semelhante num estudo em Belém-PA,
onde os pacientes pos-transplante renal apresentaram soropositvidade para o anti-
HCMV-1gM sendo que antes do transplante eram soronegativos (SILVA et al., 2007).

A soroprevaléncia de anti-HCMV (IgM/1gG) entre os transplantados foi de
100%. Nao foi possivel avaliar se ocorreu ativagdo da infecgdo latente pelo HCMV
entre os transplantados, pois ndo foi possivel obter dados de soroprevaléncia anterior ao
transplante.

A soroprevaléncia de anti-HCMV-IgM foi menos incidente entre os dialisados
(4,92%) do que no grupo de transplantados (37,73%), possivelmente por influéncia da
imunossupressao deste ultimo grupo que utiliza o prednisona.

A imunossupressdo é um forte fator de risco para a recidiva de infec¢do por
HCMV (PEREIRA, 2006). A triagem para transplante envolve a busca de sinais e
sintomas de infeccdo por HCMYV tanto no doador quanto do receptor. Os sintomas mais
graves da infeccdo viral, no p6s-operatorio, sdo observados em receptores soronegativos
e doadores soropositivos, o que facilita a penetracéo de outros agentes, como bactérias e
fungos (PEREIRA, 2006).

A soroprevaléncia do anti-HCMV nos dois grupos experimentais ndo apresentou
diferencas estatisticamente significante quanto ao género, porém ha diferengas
estatisticamente significante em relacdo & média de idade. Este resultado é semelhante
aquele obtido por Matos (2009). Resultados indeterminados ou Gray zone para anti-
HCMV-IgM (6 hemodialiticos e 3 transplantados), obtidos neste estudo, devem ser
repetidos com a utilizagdo de outros métodos de identificagdo para a confirmagdo do

diagndstico.
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CONCLUSAO

Foram encontrados 96% de soropositividade para o anti-HCMV em pacientes
em dialise e 100% nos transplantados renais, demonstrando a alta morbidade pelo
HCMYV entre os individuos desta populacéo.

Néo se encontrou diferencas estatisticamente significante entre a varidvel média
de idade e sexo no grupo de hemodialisados, no entanto no grupo de transplantados
houve diferenca estatisticamente significante.

Observou-se diferenca na média de idade entre os pacientes transplantados em
relagdo ao sexo, mas esta mesma condi¢do ndo foi observada no grupo de pacientes em
dilise.

N&o houve correlacéo entre a hemotransfusdo e soroprevaléncia do anti-HCMV.

RECOMENDACOES

E importante avaliar os doadores de sangue e doadores de 6rgdos com relagéo a
soroprevaléncia do anti-HCMYV, a fim de se avaliar o risco residual da transmisséo do
HCMYV por meio da transfusdo sanguinea para individuos soropositivos e negativos e

definir estratégias de selegéo.
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ESTUDO DE ASSOCIACAO ENTRE MOLECULAS HLA E A
SOROPREVALENCIA DO CITOMEGALOVIRUS HUMANO EM AMOSTRAS
DE PACIENTES EM DIALISE E TRANSPLANTADOS RENAIS

Patricia Okubo®, Sueli Donizetti Borelli*, Jodo Bedendo®,

RESUMO

O citomegalovirus humano (HCMV) na forma latente est4 presente na maioria dos
individuos saudaveis tornando-se um risco de morbimortalidade quando estes se tornam
imunocomprometidos, entre esses se incluem os pacientes em diélise e transplantados.
A presenca do HCMV esté diretamente relacionada com a imunidade do individuo e sua
presenca pode ser mediada por determinados alelos do Complexo Principal de
Histocompatibilidade, onde em humanos é chamada de antigenos de
histocompatibilidade humanos (HLA). Assim, este estudo teve como objetivo investigar
a associacdo entre moléculas HLA classe | (I6cus A e -B) e classe 1l (I6cus DRB1) com
a soroprevaléncia do HCMV entre pacientes em dialise e transplantados renais em dois
servicos de referéncia no municipio de Maringé, Parani. A populagdo estudada foi
composta por 203 pacientes em dialise e 53 pacientes transplantados renais, no total de
256 individuos e a soroprevaléncia do HCMV foi investigada a partir da pesquisa de
anti-HCMV (1gG e IgM). Para ambos os grupos estudados que apresentavam anti-
HCMV-IgG, o alelo A*02 foi o mais frequente, porém sem correlacdo estatisticamente
significativa. Ao correlacionar a soroprevaléncia do anti-HCMV-1gM com esses genes,
foi observado que o alelo B*57, encontrado no grupo de transplantados, mostrou
tendéncia associativa (p=0,0233). Dessa forma, este resultado sugere a participagéo de
um alelo HLA classe | na suscetibilidade da aquisicdo do virus, onde pode ter
importancia para a implementacdo de medidas de prevencdo a rejeicdo do enxerto por
meio da escolha da melhor quimioprofilaxia.

Descritores: Dialise, Insuficiéncia renal cronica, Citomegalovirus, Antigenos HLA
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INTRODUCAO

O citomegalovirus humano (HCMV) é um adenovirus pertencente ao grupo dos
herpesvirus também conhecido como Herpesvirus Humano Tipo 5 (HHV-5), sendo um
dos principais causadores de morbidade e mortalidade em pessoas
imunocomprometidas (ANDRADE, 2009; TESTAL et al., 2011). O Unico reservatorio
para transmissdo do HCMV ¢é o proprio homem e ocorre por meio do contato direto
(ANDRADE, 2009), principalmente por contato sexual, transplante de Orgdos e
transfusdo sanguinea (CALDEIRA, 2006).

A infeccdo por HCMV esté presente na populagdo em geral, com prevaléncia
entre 40% a 100%, sendo que em paises em desenvolvimento chega a ser superior a
80% (CALDEIRA, 2006; MATOS, 2009; MENDRONE JUNIOR, 2010). O diagnéstico
laboratorial possibilita a deteccdo de anticorpos anti-HCMV-especificos, tanto I1gM
como IgG (MOURA et al., 2007; MATQOS, 2009).

As imunoglobulinas sdo definidas como moléculas de glicoproteinas que séo
produzidas por plasmdcitos (linfécitos B ativados) na resposta contra um imundgeno,
funcionando como anticorpos (ANVISA, 2004). Dentre as imunoglobulinas mais
utilizadas, encontram-se a 1gG e a IgM. O 1gG é o anticorpo principal nas respostas
imunes secundérias (fase cronica tardia). A IgM é encontrada principalmente no meio
intravascular, sendo uma classe de anticorpos produzida nas fases agudas iniciais das
doencas que desencadeiam resposta humoral (MOURA et al., 2007; MATOS, 2009). E
encontrada também na superficie dos linfocitos B de forma monomérica, realizando a
funcédo de receptor do antigeno (UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA, 2011).

Vérios fatores contribuem para o aparecimento de doencas, tanto as infecciosas
que podem ser de origem hospitalar (LEISER; TOGNIM; BEDENDO, 2007) quanto as
de outras etiologias, tendo forte relagdo com o sistema imune do individuo que é
mediado pelo Complexo Principal de Histocompatibilidade (CPH ou MHC, do inglés,
Major Histocompatibility Complex), descrito inicialmente por Dausset em 1958. Este
sistema é composto por um grupo de glicoproteinas polimérficas encontradas em todos
os vertebrados (FREIRE, 2009). Nos humanos, é definido como sistema HLA
(Antigenos Leucocitarios Humanos - Human Leukocyte Antigens), devido & descoberta
de diferencas entre leucocitos de individuos (FREIRE, 2009; MAGALHAES, 2009).
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Os primeiros estudos visando estabelecer a relagéo de associacdo dos antigenos
HLA e as doencas iniciaram-se no fim da década de 60 com maior énfase apés a década
de 70 (DONADI, 2000). No ano de 1973, relatou-se importante associagcdo da
espondilite anquilosante com o antigeno HLA-B27 (BERTOLO, 1996). A partir dai 0s
antigenos HLA tém sido estudados em inimeras patologias distintas, incluindo as auto

imunes, as infecciosas, as neoplésicas e as idiopaticas (DONADI, 2000).

A organizacdo dos genes que codificam os aloantigenos HLA sdo localizados e
interligados entre si no braco curto do cromossomo 6, subdivididos em 3 regides: classe
I, 11 e I1l. Os genes da regido de classe | constituem a por¢édo mais telomérica do loco
HLA e codificam os antigenos HLA-A, B, C e estdo presentes em praticamente todas as
células nucleadas do organismo (MAGALHAES, 2009). Os genes da regio de classe 11
sd0 0s mais centroméricos e codificam os antigenos HLA-DR, DQ e DP e sdo
distribuidas com mais restricdo no organismo, localizando-se nas superficies de células
que estdo diretamente relacionadas a resposta imune, tais como macréfagos, mondcitos,
células dendriticas, células de Langerhans, linfocitos B e linfécitos T ativados
(MAGALHAES, 2009; PINA, 2009). A regido classe Il ndo codifica moléculas de
histocompatibilidade, e sim outras moléculas, como os fatores de necrose tumoral,
proteinas C4, C2 e o fator B do sistema complemento, a proteina do choque térmico e as
enzimas 21-hidroxilase (ALVES et al., 2006c¢).

A susceptibilidade a algumas doencas pode estar associada a alguns alelos e a
protecéo relacionada a outros (ALVES et al., 2006b). A literatura tem se referido a
relacdo de alelos HLA com a infeccdo por HCMV (DU et al., 2007; HU et al., 2011;
VARGA, 2010) sendo esse virus altamente nocivo para os pacientes imudeprimidos,
possibilitando a infeccdo aguda, causando sintomas graves e possivel rejeicdo do 6rgdo
transplantado. O estabelecimento de correlagéo entre o sistema HLA e a soroprevaléncia
do HCMV néo implica necessariamente no desenvolvimento da doenga citomegalica,
pois h& outros fatores presentes, entretanto poderd ser um instrumental importante na

proposicéo de terapias de prevencéo.

A infeccdo por HCMV tem papel importante no pos transplante devido a sua
alta prevaléncia, pela gama variada de sindromes clinicas associadas e pela capacidade
imunomoduladora do virus (NORONHA et al., 2006), possibilitando a rejeicdo do
enxerto, pois ha limitagBes das atuais terapias antivirais (GIEST et al.,, 2010).

Considerando a miscigenagdo populacional brasileira, novos alelos associados a
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doencas deverdo ser descritos e outros jA existentes necessitam ser confirmados
(ALVES et al., 2006b).

Considerando o exposto este estudo teve como objetivo correlacionar a tipagem

HLA e a soroprevaléncia do HCMV entre pacientes em didlise e transplantados renais.

MATERIAIS E METODOS

Tipo de estudo e populacgéo alvo: o presente estudo tem carter transversal,
cujos dados foram coletados de pacientes hemodialiticos e transplantados renais
atendidos no setor de Dialise do Hospital Santa Casa de Misericordia e da Clinica do

Rim do Hospital Santa Rita, ambos situados no municipio de Maringa, Parana, Brasil.

Os servicos de Dialise referidos possuiam aproximadamente 290 pacientes.
Foram incluidos 256 pacientes nesta pesquisa sendo 203 em hemodialise e 53
transplantados. Foram excluidos do estudo aproximadamente 30 individuos devido a
recusa em participar da pesquisa, 0s que possuiam impossibilidade de compreensédo e
comunicacdo e que estavam desacompanhados, instabilidade hemodindmica ou
qualquer outra complicacdo que ndo possibilitasse a coleta de dados e de material

bioldgico e idade inferior a 18 anos.

A deteccdo da soroprevaléncia do HCMV foi realizada no laboratério de
Imunologia da Universidade Estadual de Maringa (UEM) a partir de sangue periférico
obtidos dos pacientes em estudo. Para a deteccdo e caracterizacdo de anticorpos anti-
HCMV, foi utilizado o método imunoenzimético de microparticulas (microparticle
enzyme immunoassay - MEIA) quantitativo (Abbott Diagnostics AXSYM® SYSTEM
CMV IgG e IgM para 0 HCMV).

Essa tecnologia tem principio similar ao do ELISA, utilizando como fase s6lida,
microparticulas sensibilizadas com antigenos ou com anticorpos (PAULA et al., 2003;
LADEHOF; BUENO, 2005). O numero de sitios de ligagbes de um teste por
microparticulas é de 4.000 a 10.000 vezes superior ao do ELISA, o que eleva a
sensibilidade e a especificidade do método e reduz o tempo de incubacdo (RAMOS,
2010). Na etapa final da reacdo no AXSYM®, a enzima ativa é ligada a um anticorpo
(conjugado) sob agdo de um substrato, produzindo um produto final fluorescente. A
interpretacdo dos resultados obtidos seguiu os critérios determinados pelo fabricante do
equipamento (LADEHOF; BUENO, 2005).
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Para realizar a tipagem HLA, é realizada inicialmente a extracdo de DNA
humano a partir de amostras de sangue periférico, coletadas por meio de puncéo venosa
com tubos a vacuo e anticoagulante EDTA e centrifugadas para obter a camada
leucocitaria. O DNA gendmico foi extraido desta camada pelo reagente EZ-DNA,

seguindo as instrugdes do fabricante (Biological Industries, Kibbutz Beit, Haemek).

Polimorfismo genético das moléculas HLA: para a tipificagdo HLA classe |
(HLA-A e -B) e classe Il (HLA-DRB1) foi utilizado o kit LABType® SSO One
Lambda aliado & tecnologia Luminex. Esse método se utiliza da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) empregando-se primers biotinilados. O material amplificado é
submetido a um processo de desnaturacéo e posterior hibridizacdo com sondas genéticas
ligadas a microesferas (beads) que fazem parte do sistema multianalitico Luminex. Cada
bead é marcada com uma determinada fluorescéncia e possui uma sonda de
oligonucleotideo correspondente a um alelo HLA, ou a um grupo de alelos HLA. Apo6s
a etapa de hibridizacdo as sondas que hibridizaram com o DNA sdo marcadas com uma
solucdo SAPE (estreptavidina conjugada com ficoeritrina). O citdmetro de fluxo
LABScan® 100 é capaz de reconhecer a fluorescéncia da bead e da SAPE ligada a
sonda. Os dados gerados pelo aparelho foram analisados no software HLA Fusion para

a determinacéo da tipagem HLA.

Todos os pacientes deste estudo foram tipados com relagdo as moléculas HLA
classe I (A, B) e classe Il (DRB1). Os pacientes foram identificados como reagentes e
ndo reagentes para o anti-HCMYV, divididos em anti-HCMV-IgG e anti-HCMV-1gM.

O p-valor, para a andlise de correlacdo, foi obtido atraves do Teste Exato de
Fisher, e este, quando significativo (p-valor <0,05), foi calculado o p-valor ajustado,

obtido pela correcdo de Bonferroni para comparagdes multiplas.

Este estudo foi desenvolvido respeitando-se os aspectos éticos emanados da
Resolugdo 196 de 10 de outubro de 1996 pelo Conselho Nacional de Salde do
Ministério da Salde que disciplina as pesquisas com Seres Humanos (BRASIL, 2006)
Este estudo foi aprovado pelo do Comité de Etica em Pesquisa (COPEP) da UEM, com
0 parecer CAAE 0334-10.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As moléculas HLA sdo determinantes no processo de rejeicdo ou ndo de um
enxerto estando também associada ao surgimento de algumas doengas, possibilitando a
busca de marcadores especificos de suscetibilidade ou de resisténcia (CAILLAT-
ZUCMAN, 2008). A literatura € escassa no que se refere aos estudos nacionais que
tratam da associacdo entre a soroprevaléncia do HCMV com as moléculas HLA,

encontrando-se mais dados de outros paises.

Dos 203 pacientes que realizam hemodidlise, 129 (63,55%) eram do sexo
masculino e 74 (36,45%) do sexo feminino, com média de idade de 52,6 e 51,78 anos,
respectivamente. Desses, 195 (96%) eram positivos para anti-HCMV-1gG e 8 (4%)
apresentavam também o anti-HCMV-IgM. Em outros estudos foi também encontrado
uma maior propor¢do de individuos portadores de anti-HCMV-IgG, o que sugere a
possibilidade da reativacdo ou reinfeccdo futura (MATOS; MEYER; LIMA, 2010;
AMARAL et al., 2008), principalmente em pacientes em diélise apds a introducdo do
enxerto (TESTAL et al., 2011). Nos pacientes imunocompetentes, a infeccdo é
controlada por células T citotoxicas especificas para HCMV, e procede, geralmente, de
forma assintomatica, sendo assim, encontrando-se maior parte dos individuos com anti-
HCMV-1gG (PERES, 2009).

No grupo de pacientes dialiticos soropositivos para anti-HCMV (tabela 01)
analisando a freqliéncia dos alelos classe I, 16cus A e B, e classe Il, 16cus DRBL,
constatou-se que os alelos encontrados nos grupos foram semelhantes. Entre os
hemodialiticos, o alelo mais frequénte foi A*02 para anti-HCMV-1gG (presenca alélica
de 91) e para o0 anti-HCMV-IgM, foi encontrado os alelos B*35, B*44, DRB1*04,
DRB1*11 (presenca alélica de 4). Realizando o Teste Exato de Fisher nesse grupo, e
considerando o anti-HCMV (IgG e IgM separadamente), ndo foi encontrando
associacgdo entre os alelos encontrados e o soroprevaléncia do HCMV, nem mesmo o
alelo A*02 (VARGA et al., 2010).

Considerando o grupo de 53 pacientes transplantados, 32 (60,38%) séo do sexo
masculino e 21 (39,62%) do sexo feminino, com média de idade de 46,28 e 40,1 anos,
respectivamente. Desses, todos foram positivos para anti-HCMV-IgG e desses, 20
(38%) também apresentavam anti-HCMV-IgM.
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Ao se analisar no grupo de transplantados renais a freqiiéncia dos alelos classe
I, 16cus A e B, e classe Il, I6cus DRB1, a maior frequéncia alélica (tabela 2) foi igual
nos dois grupos de imunoglobulinas, sendo o alelo A*02 o mais frequente (presenca
alélica 31 para o anti-HCMV-IgG e 12 para o anti-HCMV-IgM). Realizando o Teste
Exato de Fisher, encontrou-se p valor=0,0233 para o alelo B*57 para o anti-HCMV-

IgM, sugerindo associacdo do alelo com a soroprevaléncia do HCMV.

Em estudo realizado no Japdo (WADA et al., 1997) sobre a correlagcdo da
soroprevaléncia do HCMV e o sistema HLA, demonstrou que individuos infectados
expressavam o gene DR*09 (Classe 1lI), o0s quais podem apresentar
respostas de anticorpos neutralizantes. O aumento da incidéncia da soroprevaléncia do
HCMV associado ao gene DRB1*09 (Classe II) foi também observado em poés

transplante de medula 6ssea em estudo na China (DU et al., 2007)

Outras pesquisas tém demonstrado que determinados alelos se correlacionam
com maior suscetibilidade a soroprevaléncia do HCMV, como, por exemplo, o gene
DQ*3 (classe 1) (VARGA et al., 2008), o gene DRw6 (ROENHORST et al., 1985) e 0
gene DR (FUJINAMI et al., 1988).

Recentemente, encontrou-se forte associagdo entre o alelo HLA lécus A e a
infeccdo por HCMYV, causando a rejeicdo de enxerto em pacientes transplantados. Em
nosso estudo a maior frequéncia alélica em todos os grupos foi do l6cus A, no entanto
ndo houve associacdo entre o alelo e a ocorréncia do HCMV. Estudos mais recentes tém
reafirmado a importancia de se conhecer a relagdo de associacdo desses genes com a
infeccdo pelo virus HCMV com a finalidade de se adotar a profilaxia, evitando, assim,
as complicacfes da rejeicdo do enxerto como também conhecer 0s mecanismos de

resisténcia aos antivirais (HU et al., 2011).

N&o se encontrou na literatura estudo que demonstrasse alguma associagao
entre o alelo B*57 e a soroprevaléncia do HCMV, sendo esse trabalho o primeiro com o
achado desse alelo que esteja correlacionado com a ocorréncia do virus. Um estudo com

um nimero maior de individuos é necessario para reforgar os resultados.
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CONCLUSAO

Esse € um dos poucos estudos correlacionando a soroprevaléncia do HCMV
com o HLA, entre pacientes dialiticos e transplantados renais principalmente no Brasil.
Os resultados obtidos poderdo auxiliar na identificacdo de individuos susceptiveis a
aquisicdo do virus entre os candidatos a transplantes. A correlacdo positiva entre a
presenca do alelo B*57 e a ocorréncia de anti-HCMV-IgM, sugere associagdo entre
tipagem HLA e a soroprevaléncia do virus entre pacientes transplantados, onde pode ser
importante para a implementacdo de medidas de prevencdo a rejeicdo do enxerto por

meio da escolha da melhor quimioprofilaxia.
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Tabela 1: Frequéncia alélica (HLA-A, HLA-B e HLA-DRB1) no grupo de pacientes renais em tratamento dialitico, com a presenca do anti-HCMV-IgG ou anti-HCMV-IgM.
Maringa, Parana.

HEMODIALITICOS

Anti-HCMV-19G Anti-HCMV-IgM Anti-HCMV-1gG Anti-HCMV-1gM

ALELO Fa P-valor ALELO Fa P-valor ALELO Fa P-valor ALELO Fa P-valor
HLA-A R NR HLA-A R NR HLA-B R NR HLA-B R NR

01 38 1 1,0000 01 1 38 0,7073 05 1 0 1,0000 05 0 1 1,0000
02 91 5 0,5471 02 3 92 0,4281 07 28 0 0,6154 07 1 27 1,0000
03 40 1 1,0000 03 3 37 0,4423 08 17 1 0,5227 08 1 17 1,0000
11 29 3 0,1231 11 1 29 1,0000 13 5 1 0,2155 13 0 5 1,0000
23 18 0 1,0000 23 3 16 0,0643 14 8 0 1,0000 14 0 8 1,0000
24 41 3 0,2053 24 0 39 0,2418 15 17 2 0,1684 15 1 17 1,0000
25 6 0 1,0000 25 0 6 1,0000 16 2 0 1,0000 16 0 2 1,0000
26 19 1 0,5613 26 1 19 1,0000 18 24 1 1,0000 18 1 23 1,0000
29 17 0 1,0000 29 2 15 0,2110 22 1 0 1,0000 22 0 1 1,0000
30 21 0 1,0000 30 1 18 1,0000 27 12 0 1,0000 27 0 11 1,0000
31 18 0 1,0000 31 3 15 0,0560 31 1 0 1,0000 31 0 1 1,0000
32 11 1 0,3869 32 0 12 1,0000 35 42 2 0,6880 35 4 40 0,2609
33 15 0 1,0000 33 1 14 0,5489 37 3 0 1,0000 37 0 3 1,0000
34 3 1 0,1491 34 0 4 1,0000 38 10 0 1,0000 38 0 10 1,0000
36 2 0 1,0000 36 1 1 0,0991 39 12 0 1,0000 39 0 12 1,0000
66 1 0 1,0000 66 0 1 1,0000 40 9 2 0,0651 40 1 9 0,4097
68 15 0 1,0000 68 0 15 1,0000 41 7 0 1,0000 41 0 7 1,0000
69 1 0 1,0000 69 0 1 1,0000 42 9 0 1,0000 42 1 7 0,3434
74 4 0 1,0000 74 0 2 1,0000 44 34 2 0,6434 44 4 32 0,0984
HLA-DRB1 HLA-DRB1 45 10 0 1,0000 45 0 8 1,0000
01 32 1 1,0000 01 1 32 1,0000 48 2 0 1,0000 48 0 2 1,0000
03 25 0 0,6125 03 1 23 1,0000 49 8 0 1,0000 49 0 8 1,0000
04 52 3 0,4645 04 4 49 0,3269 50 10 0 1,0000 50 2 8 0,0863
07 40 2 0,6760 07 0 39 0,2418 51 47 2 1,0000 51 1 46 0,4902
08 28 0 0,6154 08 1 26 1,0000 52 12 0 1,0000 52 1 10 0,4405
09 7 0 1,0000 09 1 6 0,3076 53 8 0 1,0000 53 1 6 0,3076
10 10 0 1,0000 10 1 8 0,3774 54 1 0 1,0000 54 0 1 1,0000
11 55 4 0,2674 11 4 54 0,5143 55 3 0 1,0000 55 0 3 1,0000
12 2 0 1,0000 12 0 2 1,0000 57 10 0 1,0000 57 0 10 1,0000
13 46 2 1,0000 13 1 46 0,4902 58 7 0 1,0000 58 0 7 1,0000
14 18 2 0,1829 14 1 19 1,0000 60 2 0 1,0000 60 0 2 1,0000
15 38 0 0,3819 15 2 35 1,0000 61 6 0 1,0000 61 0 6 1,0000
16 14 1 0,4588 16 2 13 0,1730 62 6 2 0,0655 62 0 8 1,0000
17 15 1 0,4809 17 1 15 0,5727 63 1 0 1,0000 63 0 1 1,0000
18 7 0 1,0000 18 0 6 1,0000 64 1 0 1,0000 64 0 1 1,0000
51 1 0 1,0000 51 0 1 1,0000 65 6 1 0,2469 65 0 7 1,0000
67 2 0 1,0000 67 0 2 1,0000
71 2 0 1,0000 71 1 1 0,0991
72 2 0 1,0000 72 0 2 1,0000
75 1 0 1,0000 75 0 1 1,0000
81 1 0 1,0000 81 0 1 1,0000

R=Reagente; NR=Nao reagente; Fa = Frequéncia alélica; P-valor = calculado pelo Teste Exato de Fisher, onde valor significativo de p<0,05.



Tabela 2: Frequéncia alélica (HLA-A, HLA-B e HLA-DRB1) no grupo de pacientes transplantados renais, com a presenca do anti-HCMV-1gG ou anti-HCMV-IgM. Maringa,
Parana.

TRANSPLANTADOS RENAIS

Anti-HCMV-I1gG Anti-HCMV-IgM Anti-HCMV-1gG Anti-HCMV-IgM
ALELO Fa P-valor ALELO Fa P-valor ALELO Fa P-valor ALELO Fa P-valor Pc
HLA-A R NR HLA-A R NR HLA-B R NR HLA-B R NR

01 12 0 1,0000 01 5 7 1,0000 07 6 0 1,0000 07 2 4 1,0000 -
02 31 0 1,0000 02 12 15 0,6484 08 7 0 1,0000 08 2 5 0,6990 -
03 9 0 1,0000 03 2 6 0,4705 12 1 0 1,0000 12 1 0 0,4000 -
11 4 0 1,0000 11 1 3 0,6479 13 3 0 1,0000 13 1 2 1,0000 -
23 3 0 1,0000 23 2 1 0,5622 14 4 0 1,0000 14 1 3 0,6479 -
24 13 0 1,0000 24 5 8 1,0000 15 9 0 1,0000 15 2 7 0,3089 -
26 3 0 1,0000 26 1 2 1,0000 18 4 0 1,0000 18 2 1 0,5622 -
29 7 0 1,0000 29 4 3 0,4329 27 1 0 1,0000 27 0 1 1,0000 -
30 7 0 1,0000 30 3 3 0,6809 35 12 0 1,0000 35 5 7 1,0000 -
31 3 0 1,0000 31 1 2 1,0000 37 4 0 1,0000 37 1 3 0,6479 -
32 2 0 1,0000 32 0 2 0,5122 38 1 0 1,0000 38 1 0 0,4000 -
33 5 0 1,0000 33 1 4 0,6455 39 3 0 1,0000 39 1 1 1,0000 -
36 1 0 1,0000 36 0 1 1,0000 40 4 0 1,0000 40 0 4 0,1477 -
66 1 0 1,0000 66 1 0 0,4000 41 2 0 1,0000 41 0 1 1,0000 -
68 5 0 1,0000 68 2 3 1,0000 42 1 0 1,0000 42 1 0 0,4000 -

HLA-DRB1 HLA-DRB1 44 9 0 1,0000 44 3 5 1,0000 -
01 4 0 1,0000 01 2 2 1,0000 45 2 0 1,0000 45 0 2 0,5152 -
03 12 0 1,0000 03 5 5 0,5153 47 1 0 1,0000 47 0 1 1,0000 -
04 14 0 1,0000 04 7 7 0,5576 49 4 0 1,0000 49 1 2 1,0000 -
07 11 0 1,0000 07 6 5 0,3397 51 8 0 1,0000 51 6 2 0,0567 -
08 4 0 1,0000 08 2 1 0,5622 52 5 0 1,0000 52 1 4 0,6455 -
09 4 0 1,0000 09 0 4 0,1477 53 1 0 1,0000 55 0 1 1,0000 -
10 1 0 1,0000 10 0 1 1,0000 55 1 0 1,0000 57 4 0 0,0233 0,6757
11 19 0 1,0000 11 5 12 0,4199 57 4 0 1,0000 58 2 1 0,5622 -
12 3 0 1,0000 12 1 2 1,0000 58 3 0 1,0000 60 1 0 0,4000 -
13 8 0 1,0000 13 2 6 0,4705 60 1 0 1,0000 62 1 1 1,0000 -
14 5 0 1,0000 14 3 2 0,3864 62 2 0 1,0000 65 0 1 1,0000 -
15 10 0 1,0000 15 4 5 1,0000 65 1 0 1,0000 70 0 1 1,0000 -
16 6 0 1,0000 16 3 3 0,6809 70 1 0 1,0000 72 1 0 0,4000 -
17 3 0 1,0000 17 0 3 0,2727 72 1 0 1,0000
18 1 0 1,0000 18 0 1 1,0000
52 1 0 1,0000 52 0 1 1,0000

R=Reagente; NR=N4o reagente; Fa = Frequéncia alélica; P-valor = calculado pelo Teste Exato de Fisher, onde valor significativo de p<0,05.
Pc-valor = valor de p corrigido para corre¢do de Bonferroni.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

O presente estudo mostrou resultados relevantes quanto a infec¢éo pelo HCMV.

Houve um indice elevado da soroprevaléncia, principalmente a infecgéo cronica (anti-
HCMV-1gG), sendo ativados em caso de imunossupressdo, nesse caso em pacientes
transplantados, identificados pela presenca do anti-HCMV-IgM.

N&o houve correlacdo da hemotransfusdo com o virus, um dado importante em nosso
meio, ja que esse é um dos transmissores da doenca, o que significa uma possivel melhora dos
hemocomponentes ou até mesmo pouca correlagdo da infeccdo por esse meio.

O sexo feminino é grande alvo da infeccdo, no entanto nesse estudo ndo houve
diferenca estatisticamente significante quanto ao sexo em ambos 0s grupos e nem com a idade
para o grupo de hemodialisados, mas a propor¢do de homens portadores de IRC foi maior
nesse estudo.

Era esperada a proporcéo de a infec¢do aguda ser maior em transplantados devido ao
uso continuo de imunossupressores. Houve grande indice de infeccdo cronica, j4 que esse
virus é presente na maioria da populagdo adulta.

O estudo do polimorfismo genético das moléculas HLA sugere a participagdo de um
alelo HLA classe | na suscetibilidade da soroprevaléncia do HCMV, dado relevante j& que a
literatura faz pouca referéncia sobre presenca do HCMV e sua relagdo com o sistema
imunitario do individuo.

A identificagdo dos fatores de risco para a soroprevaléncia de HCMV proporciona
informacgdes para possiveis estratégias de prevengdo da infecgdo aguda, importante no grupo
de hemodialiticos, que tém sua tipagem genética HLA feita por serem candidatos ao
transplante renal. Isso auxilia na deteccéo de possiveis alelos associados a susceptibilidade da
infeccdo por HCMV. Em grupos de transplantados essa monitorizacdo tambeém é importante,
ja que héa grandes chances de rejeicéo do enxerto caso ocorra essa infeccdo viral agutizada. As
possiveis medidas preventivas sdo: realizar a soroprevaléncia em doadores e uso de antivirais
como profilaxia ou tratamento precoce em pacientes com a soroprevaléncia de genes
especificos, entretanto sdo necessarios novos estudos em outras populagdes a fim de
confirmar ou ndo os achados desse estudo como também verificar a eficacia dessa profilaxia.

Por fim, o enfermeiro deve ter conhecimento e plenitude do problema, a fim de
atentar-se aos possiveis sinais e sintomas da infecgdo ativa no paciente renal crénico e no
transplantado, independente do seu local de trabalho, seja em servigo especializado, seja em

outros como Pronto Socorro, UTIs, onde sdo possiveis locais do paciente portador de IRC
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pode estar sendo pertinente o cuidado desses individuos imunocomprometidos e passar esses

conhecimentos ou reforcé-los a outros profissionais.
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APENDICE 1

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Gostariamos de convida-lo a participar da pesquisa intitulada “ldentificacdo e
genotipagem do citomegalovirus em pacientes hemodialiticos”, que faz parte do curso
Mestrado em Enfermagem e é orientada pelo professor Dr. Jodo Bedendo da Universidade
Estadual de Maringd. O objetivo da pesquisa é verificar a presenca de infeccdo por
Citomegalovirus em pacientes portadores de insuficiéncia renal crénica no municipio de
Maring4, Parana. Para isto a sua participacdo é muito importante, e ela se daria da seguinte
forma: sera coletada uma amostra do seu sangue em local prdprio de armazanamento,
identificado e analisado. Informamos que poderéo ocorrer desconfortos durante a coleta, pois
se trata de um procedimento invasivo e caso ocorra, serdo tomados providéncias para
contornar eventuais problemas (como conter sangramento por meio de compressdo, cuidados
caso ocorra hipotensdo entre outros). Gostariamos de esclarecer que sua participacdo é
totalmente voluntaria, podendo vocé: recusar-se a participar, ou mesmo desistir a qualquer
momento sem que isto acarrete qualquer 6nus ou prejuizo a sua pessoa. Informamos ainda
que as informacdes serdo utilizadas somente para os fins desta pesquisa, e serdo tratadas com
0 mais absoluto sigilo e confidencialidade, de modo a preservar a sua identidade, sendo que o
material coletado sera desprezado em local especifico logo apds a realizagdo da identificagdo
ou ndo do virus. Os beneficios esperados séo identificar a prevaléncia da infeccdo em renais
cronicos, seu impacto clinico e identificar a presenca de diferentes genes, cujo resultado
podera ser repassado, se necessario, a0 medico responsavel pelo seu tratamento a fim de
auxilid-lo. Caso vocé tenha mais duvidas ou necessite maiores esclarecimentos, pode nos
contatar nos enderecos abaixo ou procurar o Comité de Etica em Pesquisa da UEM, cujo

endereco consta deste documento.
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Eu, declaro que fui
devidamente esclarecido e concordo em participar VOLUNTARIAMENTE da pesquisa
coordenada pelo Professor Dr. Jodo Bedendo

Data / /

Assinatura ou impresséo datiloscopica

Eu, declaro que forneci todas as
informagdes referentes ao projeto de pesquisa supra-nominado.

Data: / /

Assinatura do pesquisador

Qualquer duvida com relacdo a pesquisa podera ser esclarecida com o pesquisador, conforme
0 endereco abaixo:
Patricia Okubo. Rua Ferndo Dias, n1030, apto2l. Fone:(44)9920-4307. E-mail:

patyp3@hotmail.com
Jodo Bedendo. Av. Colombo, s/n- Universidade Estadual de Maringd/UEM. Fone:(44)3261-
4509. E-mail: jpedendo@uem.br

Qualquer davida com relacéo aos aspectos éticos da pesquisa poderd ser esclarecida com o
Comité Permanente de Etica em Pesquisa (COPEP) envolvendo Seres Humanos da UEM, no
endereco abaixo:

COPEP/UEM - Universidade Estadual de Maringa.
Av. Colombo, 5790. Campus Sede da UEM. Bloco da Biblioteca Central (BCE) da UEM.
CEP 87020-900. Maringa-Pr. Tel: (44) 3261-4444. E-mail: copep@uem.br



APENDICE 2

Questiondrio Socio-Demogréfico e de Saude

Nome:

Idade: Sexo: () Fem ( ) Masc

Procedéncia:

Situagdo conjugal: ( ) solteiro(a) ( ) casado(a) ( ) unido estdvel ( ) vilvo(a)
() separado(a)

Reside com quem?

Escolaridade:

(' ) nunca estudou () ensino médio incompleto
() alfabetizado () ensino médio completo
() ensino fundamental incompleto () superior incompleto

() ensino fundamental completo () superior completo

Renda mensal: () menos de 1 salario ( ) 1-3salarios ( ) mais de 3 salérios

Ocupacao:

72

Diagndstico  Principal da Doenga Renal e h& quanto tempo foi

Histdrico de Transfusdo Sanguinea: ( ) sim () ndo

Se sim, quanto(s) e quando?

Quanto tempo j& esta realizando a Hemodidlise?

Quanto tempo e onde ja foi submetido ao Transplante Renal?

detectada:
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ANEXO 1
Autorizacdo do COPEP

Universidade Estadual de Maringa
‘._v:'&é Pré-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduagio
: Comité Permanente de Etica em Pesquisa Hnvolvendo Seres Humanos
Regisirado na CONEP em 10/02/1998

CAAE N°.0334.0.093.000-1¢ PARECER N®. 534/2010
Pesquisador (a) Responsavel: Jodo Bedendo

Centro/Departamento: CCS/Departamento de Enfermagem
Titulo do prejeto: Citomegaiovirus entre pacientes dialiticos e transplantados renais.

Consideragoes:

Trata-se de um estude descritivo de prevaléncia que tem por objetivo geral identificar a presenga de
citomegalovirus humano (HCMV) em pacientes portadores de Insuficéncia Renal Crénica (IRC) em
fratamento dialiticose, também_em transplantado; ;q;nals Para tanto, aproxunadamente 150 pacu:ntes
hemodialiticos, ou transp]antado sfio-ou for ‘tendidos pe Mﬁ
Casa de M]sencérdla de Marmgé responderiu a um questionario-estr] “etera0 sbmetidos a coleta de
SmL de sangue no" niamm% 031@) oilidlise, aﬁﬁm de progeder a pesqulsa do HCMV e também para
caracterizagfo da genonpagem Feaso presénte peld 4o

A documentaf;io apresentada inclui crenogranm: &é\exéﬁ ;@f.“ﬁ"m inicio de coleta das amostras
de sangue dos sujeitos em Novembro de 2010 ¢ término do proieto em Margo de 2012; desembolso financeiro
de R$ 2.550,60, a serem custeados pela FundagBoe Araucdria; autorizagio do médico responsdvel pelo Servigo
de Nefrologia da Santa Casa de Misericordia de Maringd para a coleta de material bioldgico de seus pacientes;
¢ TCLE de acordo com a Res, 196/96 CNS.

Deste modo, somos de parecer peng&i’RO\Z;%AO deste projeto nos termos em que se apresenta.

pesquisader deverad apresentar Relato Fmal para este Comite em:- e 2012,

O protocole foi dprccmdo de acerdo com a

Resolugdo n°. 196796 7 & complementares do

CNS/MS, na 202°feuni¥o do COPEP em s 22 i

L0/9/2010. ;& PROF‘.DI}? 11 I:I_arumi Higaraghi
; Presidenite:do COPEP

s

Em suas comunicagGes com esse Comité cite o niimero de registro do seu CAAE.
Bloco 10 sala 01 — Avenida Colombo, 5790 — CEP: 87020-900 — Marings - PR
Fone-Fax: {44) 3261-4444 — e-mail: copep@uem.br
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