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RESUMO

Apesar da diminuicdo da prevaléncia de doenca por citomegalovirus humano
(HCMV) em individuos portadores do HIV apos a introducdo da terapia antirretroviral
(TARV), casos graves de HCMV continuam sendo relatados em pacientes com
AIDS, principalmente em individuos com contagem de linfécitos T CD4+ abaixo de
100 células/mm?. A doenca por HCMV nestes individuos pode acelerar a progress&o
da AIDS e a morte. Apesar da terapia preemptiva ndo ser indicada para estes
individuos, a mesma, pode melhorar seu estado imunoldgico, no entanto é
necessaria a evidéncia laboratorial e caracterizacdo da infeccdo e/ou doenca por
HCMV. Apesar do impacto na qualidade de vida destes individuos n&o foi realizada
a avaliacdo dos testes diagndsticos para deteccdo do HCMV em pacientes com
HIV/AIDS no Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana. Para isso
objetivou-se a comparacdo e definicho de um valor de corte dos testes para a
deteccdo do antigeno pp65 e do DNA do HCMV em pacientes com HIV/AIDS, para
definicdo de doenca por HCMV. Realizou-se um estudo de Coorte, em que foram
incluidos pacientes internados no servico de infectologia, com solicitacdo de
pesquisa de HCMV, no periodo de um ano. A deteccdo do DNA do HCMV foi
realizada com a amplificacdo do gene MIEA por meio de qPCR e a pesquisa da
pp65 pelo ensaio de antigenemia. Sessenta e oito pacientes foram monitorados
quanto a infeccdo pelo HCMV com total de 97 amostras coletadas, que foram
divididas em dois grupos, amostras de pacientes classificados com doenca e sem
doenca por HCMV. Observou-se diferengca significativa entre 0s grupos, na
contagem de linfécitos T CD4+, carga viral, tempo de diagndstico do HIV e utilizagéo
de TARV. A analise dos ensaios de antigenemia e qPCR, baseada na divisao dos
grupos, apresentou diferencas estatisticas, tanto no resultado qualitativo como
quantitativo. A avaliagdo do desempenho da pesquisa da pp65 e da gPCR
apresentaram valores, respectivamente, de sensibilidade de 77% (IC95% 45 a 93%)
e 100% (IC95% 71 a 100%) e especificidade de 80% (IC95% 70 a 88%) e 61,9%
(IC95% 50 a 72%) com alto valor preditivo negativo em ambos os ensaios. O valor
de corte encontrado da antigenemia foi de 1,5 células positivas/200.000 leucécitos e
do gPCR 3,715 log/mL. Nao foi encontrada diferenca de sobrevida entre o0s
pacientes com e sem doenc¢a por HCMV. Os resultados indicam que a antigenemia e
o gPCR sdo adequados para o monitoramento da doenca por HCMV nestes
individuos. No entanto, apesar de nao ser constatado o aumento de sobrevida dos
pacientes com tratamento especifico, mais estudos devem ser realizados, com maior
namero de amostras e validacdo do ponto de corte para confirmar os resultados.

Palavras-chave: AIDS, HCMV, qPCR, antigenemia para HCMV.



ABSTRACT

Despite the decrease in prevalence of disease by human cytomegalovirus (HCMV) in
individuals with HIV, after the introduction of antiretroviral therapy (ART), severe
cases of HCMV continue to be reported in AIDS patients, especially in individuals
with CD4+ T lymphocyte count below 100 cellssmm?®. The HCMV disease in these
patients can accelerate the progression of AIDS and death. Although preemptive
therapy is not indicated for these individuals, it can improve its immune status,
however laboratory evidence and HCMV infection and/or disease characterization is
necessary. Despite the impact on life quality of these individuals, the evaluation of
diagnostic tests for HCMV detection in patients with HIV / AIDS at the Clinical
Hospital of the Federal University of Parana was not carried out. To do this we aimed
the comparison and the definition a cutoff value of the tests for the detection of the
antigen pp65 and HCMV DNA in patients with HIV/AIDS, to define HCMV disease.
We conducted a cohort study, in which were included patients admitted to the
infectious diseases, with request to HCMV research, within one year. Detection of
HCMV DNA was performed by amplification of the MIEA gene using qPCR and
screening of the pp65 antigenemia assay. Sixty-eight patients were monitored for
infection with HCMV with a total of 97 collected samples, which were divided in two
groups, samples from patients classified with and without the HCMV disease. A
significant difference in CD4+ T cell count, viral load, diagnosis time of HIV and use
of HAART was observed between the groups. Analysis of antigenemia assays and
gPCR, based on the division of the groups, presented statistical differences in both,
qualitative and quantitative results. The evaluation of pp65 and qPCR performances
gave values, respectively, a sensitivity of 77% (95% 45 to 93%) and 100% (95% CI
71-100%) and specificity of 80% (70 to 95% 88%) and 61.9% (95% CI 50 to 72%)
with high negative predictive value in both assays. The cutoff value found for
antigenemia was 1.5 positive cells/200,000 leukocytes and qPCR 3.715 log/ml.
There was no difference in survival between patients with and without disease by
HCMV. The results indicate that antigenemia and gPCR are suitable for monitoring
HCMYV disease in these individuals. However, despite not being observed increased
survival of patients with specific treatment, more studies should be conducted, with
more samples and cut-off validation to confirm the results.

Keywords: AIDS, HCMV, gPCR, antigenemia for HCMV.
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1 INTRODUCAO

Na populacdo em geral, a infeccdo pelo citomegalovirus humano (HCMV) é
comum e caracterizada por uma infeccdo assintomatica (TOMTISHEN I1I, 2012).
Apos a infeccdo priméria pelo HCMV, o virus se torna latente e sua reativagédo pode
ocorrer em decorréncia de desregulacao do sistema imunolégico, causando doenca
grave, em particular, em pacientes transplantados e outros imunocomprometidos
(DEBUR et al., 2009; JAIN; DUGGAL; CHUGH, 2011).

Nos individuos portadores do HIV, o HCMV € um importante patégeno
oportunista, principalmente em pessoas que apresentam contagem de linfécitos T
CD4+ inferior a 100 células/mm?®, apresentando manifestacdes como a retinite,
pneumonia, complicacdes gastrointestinais e neurologicas (CROUGH; KHANNA,
2009). Além de sua patogenicidade direta causando o comprometimento do 6rgéo-
alvo e morte, infeccdes ativas por HCMV também estdo relacionadas com a
progressdo do HIV (FIELDING et al., 2011).

Antes da terapia antirretroviral combinada (TARV) a doenca por HCMV
ocorria em até 30% dos individuos portadores do HIV, porém, com o
desenvolvimento e o aumento da utilizacdo da TARV, as taxas de mortalidade e
morbidade dos individuos com AIDS e as complicacdes causadas por HCMV
diminuiram significativamente, sendo estimados seis novos casos a cada 100
pessoas/ano (DURIER et al., 2013; MIZUSHIMA et al., 2013). No entanto, existem
muitos individuos portadores do HIV, que ndo tém acesso a TARV ou que
apresentam resisténcia as drogas disponiveis, além daqueles que ndo investigam a
infeccdo pelo HCMV (SILVA et al, 2010; SHAO; WILLIAMSON, 2012). A
identificacdo destes individuos na fase inicial da doenca por HCMV e o
monitoramento do tratamento antiviral sdo de grande importancia, uma vez que a
terapia profilatica e preemptiva reduz as manifestacdes clinicas da doenca (BLANK
et al., 2000; CROUGH; KHANNA, 2009).

O teste de antigenemia para HCMV é considerado o padrdo ouro para
deteccdo desta infeccdo (LUGERT et al.,, 2009). A quantificagdo do numero de
células que expressam o antigeno pp65 (fosfoproteina 65) do virus no teste de

antigenemia em amostras de sangue, tem demonstrado correlacdo com as
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manifestagdes clinicas da doenca, porém, sua eficiéncia esté relacionada ao niumero
de leucadcitos presentes no sangue periférico (DEBUR et al., 2009).

Embora a reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (qQPCR) seja uma
técnica mais sensivel, rapida e ndo dependente do numero de leucdcitos, a sua
positividade para HCMV néo esta relacionada com doencga ativa, ja que o virus em
estado latente pode ser amplificado (TERRA et al., 2000). No entanto, a utilizacao da
quantificacdo da carga viral tem sido relatada como uma alternativa para identificar
0s pacientes com replicacao viral e risco de apresentacao da doengca (MAYAPHI et
al., 2014), porém tal metodologia ainda necessita ser avaliada no contexto dos
diferentes tipos de imunossupressao.

Estratégias para definir a recomendacéo de profilaxia e terapia preemptiva
em pacientes portadores do virus HIV e suspeita de doenca por HCMV, com base
nos resultados da PCR e antigenemia requerem maior investigagdo devido a alta
toxicidade e custos do tratamento, é importante identificar os fatores de risco e
delimitar um valor de corte que permita identificar pacientes com maior chance de

desenvolvimento de doenca pelo HCMV.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar o desempenho dos testes de antigenemia e da carga viral de
citomegalovirus em pacientes com HIV/AIDS internados no Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Parana.

1.1.2 Objetivos Especificos

Comparar e definir um valor de corte da antigenemia e da carga viral de
citomegalovirus em pacientes com HIV/AIDS estudados.

Analisar dados clinicos e epidemiol6gicos dos pacientes com HIV/AIDS e
infeccdo por citomegalovirus atendidos no Hospital de Clinicas — UFPR.

Correlacionar o0s resultados qualitativos e quantitativos dos ensaios
laboratoriais para diagnéstico do HCMV com a evolugdo clinica dos pacientes e
inicio da terapia especifica.

Verificar o impacto da infeccdo ativa por HCMV sobre a mortalidade em
pacientes com HIV/AIDS.
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1.2 JUSTIFICATIVA

A infeccéo por citomegalovirus € comum na populagdo em geral, sendo a
reativacdo desta infeccdo latente associada com apresentacdes clinicas graves em
individuos imunocomprometidos.

O HIV é um importante problema de saude publica global, principalmente
devido & facilidade de transmissdo, e a presenca de infeccdo ativa pelo
citomegalovirus causa impacto na evolugdo clinica e no prognostico desses
pacientes.

Apesar da relevancia da infeccdo por HCMV em pacientes com doenca por
HIV sdo escassos os dados de literatura sobre o impacto desta infeccdo na
populacdo brasileira. Além disso, ainda ndo foi investigado e definido entre os
pacientes atendidos no servi¢o de infectologia do HC-UFPR, um valor de corte para
0s testes quantitativos de antigenemia e PCR em tempo real que recomendem a
instituicdo da terapéutica especifica. A definicdo dos aspectos acima citados
contribuira de forma importante na qualidade de vida dos individuos portadores da
infeccdo HIV/AIDS.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CITOMEGALOVIRUS HUMANO

2.1.1 Histérico

O citomegalovirus humano foi primariamente descrito por Ribbert em 1904,
quando visualizou o que ele denominou de grandes células, no rim e na glandula
parétida em um feto natimorto, ndo conseguindo interpreta-las até o estudo de
Jesionek e Kiolemenoglou (1904), que constatou a presenca de células semelhantes
as de protozoarios, infectando células dos pulmdes, rins e figado de um feto. Estas
células infectadas apresentavam um organismo nuclear central, separado por um
halo claro (FIGURA 1) (HO, 2008).

FIGURA 1 - CELULAS INFECTADAS PELO HCMV, VISUALIZADAS POR JESIONEK E
KIOLEMENOGLOU.

FONTE: Adaptado de Ho (2008).

LEGENDA: A - célula apresentando inclusao e halo, levando os autores a considerarem infeccdo por
protozoarios. B - Presenca de halo perinuclear, inclusdo intranuclear e inclusdo citoplasmatica na
parte esquerda da célula.

Logo apds esta descoberta, em 1907, células infectadas por HCMV foram

encontradas na glandula parétida de lactentes. Como as células apresentavam
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inclusdes intranucleares tipicas, foi utilizado o termo inclusdo citomegalica, que
posteriormente, deu origem ao nome da doenca, por Thomas H. Weller (HO, 2008).

Apés o aparecimento de outros casos da doenca, foi constatado que as
alteracdes presentes nas células infectadas, eram compativeis com infeccéo viral. E
com o advento do cultivo celular foi possivel a realizagdo do primeiro isolamento do
HCMV, por Smith, 1956, a partir de glandulas salivares de criangas infectadas em
cultivo em células de fibroblastos humanos (HO, 2008; SMITH, 1956).

2.1.2 Genoma e estrutura viral

O HCMV pertence a familia Herpesviridae, subfamilia Betaherpesvirinae,
apresenta tamanho de 200nm a 300nm de diametro e em comparagcdo com O0sS
outros herpesvirus humanos tem o maior genoma, com aproximadamente 235 pares
de bases (FIGURA 2). O virus consiste em DNA dupla fita linear, coberto por um
nucleocapsideo icosaédrico, rodeado por uma matriz proteica (tegumento) e um
envelope lipidico contendo glicoproteinas (FIGURA 3) (CROUGH; KHANNA, 2009;
TOMTISHEN III, 2012).

HCMV (~235Kb)[__TRL uL |irL [ rs| wus [7TRs |
VZV (~125Kb)| uL | R | us [IR]
HSV (~150Kb)| TRL | uL |irL [ IrRs| us |[TRs |

EBV (~170Kb)[TR [u1 [R1]u2 [R2] U3 IR3| u4 us_|TR|

FIGURA 2 - DESENHO ESQUEMATICO DA ORGANIZAGCAO DO GENOMA DOS HERPESVIRUS.
HCMV - CITOMEGALOVIRUS HUMANO; VZV - VIRUS VARICELA ZOSTER; HSV- VIRUS HERPES
SIMPLES; EBV- VIRUS EPSTEIN BAAR.

FONTE: CROUGH; KHANNA (2009).

NOTA: Tamanho do genoma de cada virus em pares de bases (Kb) com separacgédo das regifes TRL
(terminal repeat long), UL (unique long), IRL (internal repeat long), IRS (internal repeat short), US
(unique short), TRS (terminal repeat short).
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Complexos
Glicoproteicos

FIGURA 3 - DESENHO ESQUEMATICO DA ESTRUTURA DO HCMV.
FONTE: Adaptado de Tomtishen Il (2012).

Seu genoma é composto por dois segmentos unicos, o UL (unique long) e o
US (unique short), cada uma ladeada pela regido de repeticdo terminal, TRL
(terminal repeat long) e TRS (terminal repeat short) e pela sequéncia repetida
interna, IRL (internal repeat long), IRS (internal repeat short) contendo
aproximadamente 208 regides de fase de leitura aberta - ORFs (open reading
frames) (DAVISON, et al., 2003; CASTILLO; KOWALIK, 2002). Os genes sao
nomeados com o prefixo da base do genoma, aos quais estdo localizados e
numerados sequencialmente. A presenca das regifes de repeticdo conferem ao
HCMV maior densidade gendmica que o0s outros virus herpes (MOCARSKI;
COURCELLE, 2001).

O capsideo do HCMV é composto por cinco proteinas virais codificadas
pelas ORFs UL 86, UL85, UL80, UL 48-49 (UL48A) e UL 46 (VARNUM, et al., 2004).
Sendo composto pela proteina denominada MCP (major capsid protein) codificada
pelo gene UL86 que € uma proteina altamente conservada em herpesvirus, pela
proteina mCP (minor capsid protein) codificada pela regido UL85, a proteina de
ligacdo mC-BP (minor capsid binding protein) codificada pelo gene UL46 e a
proteina SPC (smallest capsid protein) pelo gene UL48A. O capsideo € montado
com auxilio do gene UL80, que transloca a proteina MCP para o nucleo enquanto o
capsideo é clivado pela protease de maturacdo do virus (DAI, 2013; TANDON;
MOCARSKI, 2012).

A matriz proteica ou tegumento fica localizada entre o capsideo e o envelope
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(FIGURA 4), contendo proteinas virais, além de possuir proteinas e mRNA celular
(SMITH; KOSURI; KERRY, 2014). Possui fungbes como a ativacéo e regulacéo da
expressao viral, evasdo imune, liberagcdo do DNA viral para o nucleo e regulacédo dos
processos celulares. Contribuindo para a replicacdo viral, pelo menos de trés
formas, fornecendo proteinas pré-formadas necessarias para o inicio da infeccgéo,
proporcionando estabilidade estrutural para o nucleocapsideo e mediando as
interacbes necessarias para montagem e liberacdo das particulas virais
(SCHAUFLINGER, et al., 2011; TANDON; MOCARSKI, 2012). Esta regido contém a
maioria das proteinas virais, algumas delas de grande importancia devido a seu
papel na replicacdo do HCMV, incluindo a pp65 (UL83), pp71 (UL82), pp150 (UL32)
e pp28 (UL99), sendo a pp65 juntamente com pp71 as principais.

Proteinas do
tegumento

B pp65
< puL47
O puL48
A pp150
O pp28
£ pp71

FIGURA 4 - DESENHO ESQUEMATICO DA ORGANIZACAO DO HCMV.

FONTE: Adaptado de Kalejta (2008).

NOTA: Representagdo do tegumento com suas principais proteinas. No envelope viral as formas
grandes representam as glicoproteinas.

A proteina pp65 é a mais abundante do tegumento, sendo responsavel pela
modulacdo e escape da resposta imunitéria e inata da célula do hospedeiro durante
a infeccdo pelo HCMV, impedindo que as células infectadas sejam destruidas.
Assim como a pp71, inicialmente migra para o nucleo das células infectadas
permissivas no inicio da infeccdo litica e nas fases posteriores da infeccdo se
localiza no citoplasma. Foi demonstrado que esta proteina impede que 0 gene

imediato precoce (IE — immediate early), que codifica proteinas que participam da
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replicagdo viral, possa ser reconhecido pelo sistema imune do hospedeiro
(KALEJTA, 2008; TOMTISHEN lII, 2012).

A pp65 é associada ao gene UL97, também presente no tegumento, que tem
atividade quinase e funcéo de estimulacdo da replicacdo do DNA, montagem e saida
da particula viral (KALEJTA, 2008). A atividade quinase deste gene esta implicada
em muitas etapas durante a infeccdo por HCMV, sendo que dele¢cdes ou
substituicGes de aminoacidos em regides conservadas das proteinas expressas pelo
gene podem ser um dos mecanismos implicados na resisténcia aos antivirais
(ERICE et al., 1997). Outro gene presente no tegumento que € apresentado como
responsavel pela resisténcia antiviral € o UL54, responséavel pela expressdo da DNA
polimerase (KALEJTA, 2008).

A fosfoproteina pp71 realiza a ativacdo da expressao do gene IE no inicio da
infeccdo litica. Um dos mecanismos utilizados é por meio de degradacdo ou de
relocalizacdo de repressores da transcricdo presentes na célula do hospedeiro, tal
como o Daxx (death-domain associated protein) durante a fase litica de replicacao.
Apesar de ndo ser uma proteina essencial, sua presenca € necessaria para o
aumento da replicacdo viral (SMITH; KOSURI; KERRY, 2014; TOMTISHEN lII,
2012).

As proteinas pp150 e pp28 participam da montagem e liberacdo da particula
viral da célula do hospedeiro e sdo altamente imunogénicas. A proteina ppl50 é
essencial na interagdo com o0s capsideos pré-formados. Enquanto a pp28 é
responsavel pelo envoltdrio citoplasmético das proteinas do tegumento e do
capsideo durante sua montagem e liberagcdo (KALEJTA, 2008; TOMTISHEN I,
2012).

O envelope lipidico do HCMV possui glicoproteinas codificadas pelo virus,
com funcdo de reconhecimento, ligacdo e entrada na célula do hospedeiro. Dentre
elas estdo as glicoproteinas, gB, gH, gL, gM, gN e gO (CROUGH; KHANNA, 2009).
A glicoproteina gB (UL55) é considerada altamente imunogénica, sendo encontrada
na membrana das células infectadas, estando envolvida na entrada, transmisséo e
fusé@o do virus as células. As proteinas gH (UL75), gL (UL115) e gO (UL74) formam
um complexo que influencia o tropismo celular, estas proteinas juntamente com a gB
sdo essenciais para a entrada do virus na célula (MOCARSKI; COURCELLE, 2001).
A proteina mais abundante do envelope viral é a gM (UL100) que junto com a gN

(UL73) formam outro complexo, que € essencial para replicagcdo do virus, sendo
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que, estudos também sugerem seu papel na montagem da particula viral (VARNUM,
et al., 2004; VANARSDALL; JOHNSON, 2012).

2.1.3 Replicacao

O HCMV pode infectar uma variedade de células, como fibroblastos, células
epiteliais, endoteliais, linhagem mieloide, entre outras. Dependendo da célula, a
entrada ocorre por meio da fusdo da membrana ou endocitose, o primeiro mediado
pelo complexo gH/gL/gO e o segundo pelo gH/gL e outras proteinas associadas
(DAMME; LOOCK, 2014).

ApOGs a interagdo do virus com a célula, o capsideo e as proteinas do
tegumento séo liberadas para dentro da célula, nesse momento algumas destas
proteinas permanecem no citoplasma, algumas continuam associadas ao capsideo,
gue juntamente se ligam aos microtubulos da célula, para translocacdo ao nucleo,
outras como a pp65 e pp71, migram independentemente para o nucleo (FIGURA 5)
(KALEJTA, 2008; TOMTISHEN III, 2012).

Proteinas do
tegumento

W pp71
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O pp150 MT Q C\ @
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CITOPLASMA ﬁ. NUCLEO

FIGURA 5 - DESENHO ESQUEMATICO DA FUSAO E ENTRADA DO HCMV.

FONTE: Adaptado de Kalejta (2008).

NOTA: A) Sinalizacdo celular para inducdo de resposta antiviral. B) Proteinas do tegumento
associadas ao capsideo e ligadas ao microtabulo. C) Proteinas do tegumento sendo transportadas
para o nlcleo. D) Liberagéo do DNA viral no ndcleo.
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A infecgédo leva a expressédo dos genes do HCMV de forma coordenada, em
fases com base na sintese pds-infecgcdo, o primeiro conjunto de genes expressos,
sao classificados como precoce imediato (IE - immediate early) (0-2 horas), seguido
do precoce (E — early) (<24 horas) e o tardio (L — late) (>24 horas) (CASTILLO;
KOWALIK, 2002; CROUGH; KHANNA, 2009).

O gene principal MIE (Major immediate early) UL123 € um dos primeiros
expressos durante a infec¢cdo por HCMV, sendo o mais abundante no estadio IE e
da origem a varias fosfoproteinas nucleares que sao criticas para a regulacédo da
expressdo de outros genes celulares e virais e replicacdo do DNA viral. Sua
expressao esta condicionada pelo promotor MIE (MIEP - Major immediate early
promoter) (MARTINEZ, et al., 2014). Os genes IE sdo expressos para iniciar o ciclo
litico ou reprimidos para estabelecer laténcia. Nesta regulacdo da expressdo génica,
realizada pelo virus, a atividade do MIEP é mediada principalmente pela pp71, como
descrito anteriormente, por meio da degradacao ou de relocalizacdo de repressores
da transcricdo (FIGURA 6) (DAMME; LOOCK, 2014; KALEJTA, 2008).
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FIGURA 6 - DESENHO ESQUEMATICO DO MECANISMO DE ACAO DA pp71 NA DEGRADACAO
DO REPRESSOR DA TRANSCRIQAO.

FONTE: Adaptado de Kalejta (2008).

NOTA: A localizacéo da pp71 determina o inicio do ciclo litico e da fase de laténcia. A) Inicio do ciclo
litico, com a proteina acessando o nucleo. DNA do capsideo sendo liberado para o interior da célula,
a proteina DAXX se associa com outras proteinas e silencia a expressao de IE. A pp71 induz a
degradacé@o de DAXX e ocorre a expressdo do IE dando inicio ao ciclo litico. B) Na laténcia, pp71
esta localizada no citoplasma e DAXX silencia a expresséo de IE.
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No ciclo litico as proteinas IE, vao estimular a expressao de genes precoces
dando inicio a replicacdo do DNA gendmico do virus, e ap0s este processo 0s genes
tardios sdo expressos, permitindo a montagem e saida das particulas virais recém-
formadas. Durante a laténcia os genes IE séo silenciados (KALEJTA, 2008).

Depois do processo de replicacdo, empacotamento e da formacdo do
nucleocapsideo ocorrerem no ndcleo. Ap6s a encapsidacdo a particula é
transportada para o citoplasma da célula, contido em um envelope primario, que é
perdido ap0s a passagem pela membrana nuclear. No citoplasma ir4 passar pelo
processo de maturagdo, adquirindo seu envelope final, neste processo o capsideo e
o tegumento migram para o local de montagem, nas vesiculas derivadas do
complexo de Golgi, onde adquirem seu envelope final. Esta fusdo das vesiculas com
a membrana da célula libera a particula viral madura (DAMME; LOOCK, 2014;
KALEJTA, 2008).

2.1.4 Patogénese

A infeccdo humana pelo HCMV é comum na populagdo mundial em idade
adulta, com soroprevaléncia que varia geograficamente entre 30-100% (JAIN;
DUGGAL; CHUGH, 2011; TOMTISHEN Ill, 2012). Sendo que a presenca de
anticorpos da classe IgG, que representam infeccdo anterior, em adultos chega a
60% em paises desenvolvidos e 100% em paises em desenvolvimento (GRIFFITHS;
BARANIAK; REEVES, 2015).

A transmissao com consequente infec¢do primaria pode ocorrer por meio de
saliva, contato sexual, pela placenta, amamentacdo, transfusdo de sangue e
transplantes de células-tronco hematopoiéticas e de 6rgéos sélidos (CROUGH,;
KHANNA, 2009, BREDA et al.,, 2013). Apdés a infeccdo primaria, geralmente
assintomatica em individuos imunocompetentes, o virus persiste ao longo da vida
em estado latente e sua reativagdo nao resulta em morbidade (DAMME; LOOCK,
2014).

Ja em imunocomprometidos, como pacientes transplantados, portadores do
HIV ou com infecgdo congénita, tanto a infeccdo primaria como a reativacdo de

infecgbes latentes, podem causar doenca por HCMV, apresentando alta morbidade
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e mortalidade (KALEJTA, 2008).

O HCMYV tem capacidade de estabelecer laténcia em varios tipos de células,
tais como os mondcitos CD14+ e células progenitoras hematopoiéticas CD34+.
Sendo que durante a infeccéo latente € estimada a presenca de 2 a 13 copias do
genoma viral por célula infectada (BLANK et al., 2000; JAIN; DUGGAL; CHUGH,
2011, DAMME; LOOCK, 2014).

A laténcia do virus ndo é bem compreendida, mas sabe-se que a replicacao
do DNA viral estd condicionada a células permissivas e a expressao do gene
precoce imediato (IE), apos a replicacdo, estes genes preconizam a expressao das
proteinas tardias que tém funcgdo estrutural, auxiliando a montagem das particulas
virais, entre elas o antigeno pp65 (CROUGH; KHANNA, 2009; TOMTISHEN I,
2012; JAIN; DUGGAL; CHUGH, 2011). O antigeno pp65 tem funcédo de inibicdo do
reconhecimento das proteinas IE pela célula hospedeira e sua deteccdo € um alvo
para o diagndstico do HCMV (TOMTISHEN lIl, 2012).

2.1.5 Terapia antiviral

A utilizacdo de antivirais, para o tratamento do citomegalovirus humano,
pode ser realizada de duas maneiras, por profilaxia, onde os pacientes com risco de
doenca recebem o tratamento por um periodo de tempo determinado e de maneira
preemptiva pacientes que apresentam replicacdo viral em teste laboratorial de
detecc¢do precoce , porém, sem evidéncia de doenca por HCMV (AVERY, 2008).

N&o existem drogas eficazes para o HCMV em estado latente, as drogas
disponiveis atuam sobre a DNA polimerase inibindo a replicacao do virus, entre elas
estdo o Ganciclovir (GCV), que é o mais utilizado, o Valganciclovir (Val-GCV),
Foscarnet (FOS) e Cidofovir (CDV) (HO, 2008; LURAIN; CHOU, 2010). Todas
possuem como alvo a inibicdo da sintese do DNA do HCMV, a partir do gene UL54
(DNA polimerase), sendo que GCV e o Val-GCV, requerem ainda, sua fosforilagao
mediada pelo gene UL97, para ativacdo antiviral (ANGELES, 2011; SAHOO, et al.,
2013).

Porém, mesmo com a disponibilidade de antivirais eficazes para inibicdo do

HCMV, seu uso pode contribuir para o aparecimento e aumento de virus resistentes.
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Sendo a resisténcia associada a mutagbes na regido do gene UL54 que podem
conferir resisténcia a CDV e FOS e em conjunto com mutacdes no gene UL97,
resisténcia a GCV e Val-GCV (SAHOQ, et al., 2013).

Um dos principais fatores que favorece o aparecimento de resisténcia € o
uso da terapia por tempo prolongado, realizado principalmente por pacientes com
imunossupressao severa e doenca por HCMV (ERICE et al.,, 1997). Sendo a
resisténcia ao GCV relatada com frequéncia em pacientes com AIDS e retinite por
HCMV, apdés um periodo de utilizacdo de trés meses. Ja a resisténcia por FOS e
CDV pode aparecer apoés longos periodos de utilizacdo (ECKLE et al., 2000).

Além da terapia prolongada, fatores como imunossupressdo intensa,
reativacado frequente do HCMV, carga viral elevada e concentracdo do antiviral
inadequada, por baixa absorcdo ou ma adesdo, podem contribuir para o
aparecimento de resisténcia do HCMV aos antivirais (SAHOO et al., 2013).

Outros dois pontos impactantes no tratamento antiviral sdo a elevada
toxicidade, que pode levar a mielossupressao, insuficiéncia renal e hepatica,
distarbios eletroliticos, entre outras manifestacées e o alto custo da medicacao,
principalmente para aqueles que necessitam de um tempo maior de utilizago.
Tendo em vista a toxicidade, o aparecimento de cepas com resisténcia, o alto custo
do tratamento para todos os pacientes imunossuprimidos € importante identificar os
fatores de risco de doenca por HCMV para indicacdo do tratamento (BLANK et al.,
2000).

2.2 SINDROME DA IMUNODEFICIENCIA ADQUIRIDA (AIDS)

O virus da imunodeficiéncia humana (HIV) é um problema global de saude
publica. Segundo dados da UNAIDS, estima-se que em 2012 havia 35,3 milhdes de
pessoas vivendo com HIV, destes 1,5 milhées de pessoas viviam na América do Sul
e Central (UNAIDS, 2013).

No Brasil a infeccdo pelo HIV, foi descrita pela primeira vez no inicio da
década de 1980, primariamente associada ao homossexualismo (Homens que
fazem sexo com homens - HSH), usuarios de drogas injetaveis (UDI) e hemofilicos.

No entanto seu perfil de transmissdo tem se alterado com o decorrer dos anos,
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sendo observado um aumento da infec¢@o pelo virus em heterossexuais, e a razao
entre 0s sexos aumentado, apresentando em 2012, 1,7 casos de homens infectados
para cada caso em mulheres e, além disso, uma interiorizacdo da epidemia, com um
aumento progressivo de casos em pequenos municipios. (BRITO; CASTILHO;
SZWARCWALD, 2000; BRASIL, 2013).

O Brasil apresentou 757.042 casos de AIDS notificados no Sistema de
Informacdo de Agravos de Notificacdo (SINAN) no periodo de 1980 a Junho de
2014, sendo o Parana, responsavel por 36.900 casos (BRASIL, 2014).

J& na cidade de Curitiba, ap6s o inicio da epidemia até dezembro de 2013,
notificou 10.081 casos de AIDS, sendo 6.992 individuos do género masculino e
3.089 feminino (CURITIBA, 2014).

O HIV pertence a sub-familia Lentiviridae, € um retrovirus composto por uma
estrutura esférica formada pelo nucleo proteico, contendo duas cépias idénticas de
RNA associado a enzimas, além da cobertura de um envelope lipoproteico, no qual
estdo aderidas as proteinas gp120 e gp41 (FIGURA 7). Por ser um retrovirus, para
se multiplicar o HIV necessita da enzima transcriptase reversa (RT), que sintetiza um
DNA de cadeia simples a partir do RNA gendmico, este DNA serve de molde para a
sintese da cadeia complementar positiva, que € integrada no genoma da célula
hospedeira. Dois tipos de virus sdo conhecidos, o HIV-1 e HIV-2, sendo ambos
derivados de infeccdo cruzada entre os simios e o homem, sendo o primeiro
distribuido mundialmente e o segundo mais restrito geograficamente e menos
agressivo (LORIERE-SIMON; ROSSOLILLO; NEGRONI, 2011).

Transcriptase
reversa

Capsideo

FIGURA 7 - DESENHO ESQUEMATICO DO HIV.
FONTE: Adaptado de NIAD (2013).
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Em decorréncia do elevado grau de variabilidade genética e da propria
evolucao viral, o HIV-1 é subdividido em grupos, subtipos e sub-subtipos. Podendo
ser filogeneticamente agrupado em quatro grupos: M (Major), O (Outlier), N (Non-
M/Non-O) e P (PLANTIER et al., 2009). O grupo M é responsavel pela epidemia da
doenca e divide-se em 9 subtipos (A-D, F-H, J e K) (RABONI, et al.,, 2010). Os
subtipos A e F apresentam sub-subtipos (Al, A2 e F1, F2), além destes algumas
linhagens sédo derivadas de recombinacdo genética entre os diferentes subtipos,
sendo denominados formas recombinantes circulantes ou CRFs, existem atualmente
48 formas recombinantes (CRF01-CRF48) (SHAO; WILLIAMSON, 2012).

A transmissdo do virus HIV se da via contato sexual, contato direto com
sangue, por exemplo, agulha compartilhada por usuarios de drogas e transmissao
vertical (ARIEN; VANHAM; ARTS, 2007).

ApoGs a infecgdo pelo HIV-1, ocorre a interacdo do virus com a célula do
hospedeiro e, posteriormente, integragcdo do DNA viral no genoma do hospedeiro. O
virus passa entdo a produzir virions ou permanecer em estado latente. As citocinas
e proteinas virais sdo toxicas para os linfécitos T CD4+, que sdo essenciais para o
desenvolvimento de resposta imune, e a deplecado destas células faz com que o
individuo fique susceptivel as infec¢des oportunistas (COHEN et al., 2008).

Na fase de infeccdo aguda podem ocorrer sintomas similares a mononucleose
infecciosa entre outros, passando posteriormente a uma fase assintomatica ou de
laténcia clinica. Nos anos que se seguem, em pacientes sem tratamento, a doenca
evolui, apresentando constante replicacéo viral e deplecdo dos linfocitos T CD4+,
cuja intensidade depende da variabilidade genética dos virus, fatores imunes e
caracteristicas do hospedeiro (SANDONIS et al., 2009; DEEKS; WALKER, 2007). A
evolucdo do estagio assintomatico ao dano grave do sistema imunol6gico, onde
ocorre a reducgdo dos linfocitos T CD4+, culmina com a doenca denominada AIDS
(ANISH; VIJAYKUMAR; SIMI, 2011).

O tempo de evolucdo da infeccdo pelo HIV permitiu a classificacdo dos
pacientes em nao progressores por longo tempo (LTNP), progressores tipicos e
rapidos (SANDONIS et al., 2009). Os LTNP mantém as contagens de T CD4+
normal e baixa carga viral, por mais de 10 anos, mesmo sem tratamento. As células
T CD8+ mostram atividade anti-HIV-1 sem lisar a célula infectada (COHEN et al.,
2008). A maioria dos pacientes infectados (70-80%) tem progresséo tipica da

doenca onde ocorre a diminuicdo progressiva dos linfocitos T CD4+ e
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desenvolvimento da AIDS em um periodo de 6-10 anos apos a infeccdo. Os
progressores rapidos sdo os individuos que apresentam reducdo rapida dos
linfécitos T CD4+ e desenvolvem AIDS poucos anos apés a infeccédo, habitualmente
em um periodo inferior a 2 anos. (LANGFORD; ANANWORANICH, COOPER,
2007).

Na progresséo da infeccdo pelo HIV para a AIDS, os principais alvos séo o
sistema neuroldgico e o imune. Tendo como manifestagcdes mais comuns a perda de
peso, doenca muco-cutanea, infeccdo bacteriana grave, diarreia, febre persistente,
candidiases, infeccbes fungicas disseminadas, sarcoma de Kaposi e tuberculose,
entre outros (JAFFAR et al., 2004).

2.2.1 Infeccé@o por HCMV em pacientes HIV positivos

O HCMV é uma infeccdo oportunista grave nos imunocomprometidos, sendo
gue atualmente os casos mais graves de doenca por HCMV tem sido em pacientes
com AIDS, ocorrendo geralmente quando a contagem de linfécitos T CD4+ é inferior
a 100 células/ul (BREDA et al., 2013; HO, 2008).

Anteriormente a introducdo da terapia antirretroviral, a doenca por HCMV
ocorria em 21% a 44% dos pacientes com AIDS. A TARV tem sido efetiva para
manter a normalidade da contagem de linfocitos T CD4+ e portanto na prevenc¢ao do
aparecimento de doenca por HCMV. Apesar do declinio do HCMV nestes pacientes,
qguando presente esta infeccdo pode acelerar a progressdo da doenca e a morte
(CROUGH; KHANNA, 2009; FOCA, et al., 2004; HO, 2008). Desta forma, a detecc&o
da replicacdo do HCMV nestes pacientes e a instituicdo do tratamento pré-emptivo,
podem reduzir o risco do aparecimento dos sintomas e aumentar a sobrevida do
paciente.

Nos pacientes com AIDS, a retinite corresponde a aproximadamente 85% das
manifestagcbes da doenca por HCMV, desenvolvendo-se em 25 a 30% dos pacientes
com baixa contagem de linfocito T CD4+, sendo o seu diagnostico geralmente clinico
(BLANK et al., 2000; CROUGH; KHANNA, 2009; SILVA et al., 2010). Mesmo apés a
introducdo da TARV de alta eficacia, e por consequéncia reducdo na incidéncia de

doenca por HCMV e retinite, estima-se que ocorram em torno de seis novos casos a
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cada 100 pessoas/ano, dois estudos recentes ainda destacam a alta frequéncia do
comprometimento ocular nos pacientes com AIDS, 20 a 30% nos Estados Unidos e
28,5% na Coreia do Sul (KIM et al. 2012; MIZUSHIMA et al., 2013).

Outras manifestacbes comuns do HCMV em pacientes com HIV sdo a
enterocolite, gastrite, esofagite, hepatite, encefalite e pneumonia (CROUGH,;
KHANNA, 2009). Sendo que 30-90% dos pacientes podem desenvolver diarreia
cronica (HO, 2008). Além disso, o envolvimento do sistema nervoso central tem sido
uma das caracteristicas de doenca por HCMV em pacientes com AIDS, sendo que a
encefalite por HCMV, apresenta distirbios cognitivos e motor, tendo similaridade
com a deméncia causada pelo HIV (HO, 2008; SILVA et al., 2010).

Em pacientes com utilizacdo de terapia antirretroviral, a replicacdo do HCMV
sem doenca, tem sido associada como um fator que contribui para 0 aumento da
ativacdo imune persistente, tendo resposta elevada das células T especificas para
HCMV, do que os pacientes sem utilizacdo de TARV, esta apresentacao de resposta
imunitaria mais elevada é associada a maior risco de aterosclerose. Sendo que, a
infeccdo assintomatica pelo HCMV também tem sido relatada como um indutor de
imunossenescéncia e envelhecimento acelerado em individuos infectados pelo HIV
(HUNT et al., 2011).

2.3 DIAGNOSTICO LABORATORIAL DO HCMV EM IMUNOCOMPROMETIDOS

O diagnéstico do HCMV em pacientes imunocomprometidos é feito de acordo
com os sinais clinicos em conjunto com os ensaios laboratoriais. Um dos desafios do
diagndstico é a utilizacdo de testes que diferenciem infeccdo pelo virus HCMV e
doenca ativa, além da possibilidade da deteccdo precoce e utilizacdo no
acompanhamento da doenca. A predicdo da doenca baseado em dados clinicos é
dificil, sendo o diagndstico laboratorial critico para a correta intervencao terapéutica
(CROUGH; KHANNA, 2009; JAIN; DUGGAL; CHUGH, 2011).

Aléem dos achados clinicos, do teste histologico, de imuno-histoquimica ou
hibridizagdo in situ, os métodos convencionais de diagnéstico do HCMV s&o o
isolamento viral, sorologia com deteccdo de anticorpos ou do antigeno e detecgéo
do DNA viral (JAIN; DUGGAL; CHUGH, 2011).
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Na avaliagdo histolégica de biopsia de tecido, com coloracdo de
hematoxilina e eosina (H&E), a presenca do HCMV é confirmada pela visualizagédo
de inclusbes citomegalicas, ou seja, grandes células contendo inclusbes
intranucleares de basofilos rodeadas por um halo claro e inclusbes
intracitoplasméticas (FIGURA 8). A imuno-histoquimica (IHC) utiliza anticorpos
monoclonais e é considerada o padrédo ouro para identificacdo do HCMV em biopsia
de tecidos (FIGURA 9). Ja a técnica de hibridizacédo in situ baseia-se na deteccdo do
DNA no tecido da biopsia, por meio de sondas, que sdo sequéncias complementares
ao DNA alvo, associadas a moléculas radioativas ou fluorescentes. Tanto a IHC
como a hibridizagdo aumentam a sensibilidade do diagnéstico histologico (JAIN;
DUGGAL; CHUGH, 2011; MILLS et al., 2013).

S A

FIGURA 8 - BIOPSIA GASTROINTESTINAL COM COLORACAO H&E.

FONTE: Adaptado de Remotti et al. (2012).

LEGENDA: A — Na seta um conjunto de células contendo inclusdo intranuclear e inclusédo
citoplasmatica. B — Campo ampliado.
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FIGURA 9 - IMUNO-HISTOQUIMICA PARA HCMV EM BIOPSIA GASTROINTESTINAL.

FONTE: Adaptado de Mills et al. (2013).
LEGENDA: Na seta, uma célula positiva na imuno-histoquimica para HCMV.

O isolamento viral é o teste mais especifico, sendo anteriormente
considerado o padrdo ouro no diagnéstico do HCMV, porém € uma técnica muito
trabalhosa, demorada e de baixa sensibilidade, por estas razbes € pouco aplicavel
na pratica clinica (JAIN; DUGGAL; CHUGH, 2011).

Outro método convencional de diagndstico € a sorologia. Sendo que a
evidéncia sorolégica de infeccdo por HCMV em imunocompetentes € a presenca de
anticorpos da classe IgM, ou soroconversao do IgG, bem como o aumento de quatro
vezes ou mais de anticorpos da classe IgG, tituladas em amostras emparelhadas.
Deve-se ressaltar que a deteccdo de IgM, ndo é especifica para infec¢do primaria,
pois individuos com infec¢do anterior podem apresentar esta sorologia positiva. A
maior limitacdo desta metodologia é que testes baseados em pesquisa de anticorpos
ndo sao Uteis para o diagndstico de doenca ativa por HCMV em pacientes
imunocomprometidos (JAIN; DUGGAL; CHUGH, 2011; PASS, 2001).

Para imunocomprometidos sdo comumente utilizados outros métodos
rapidos de deteccdo, como os testes de pesquisa do antigeno (antigenemia), que
ainda diferencia infeccédo de doenca ativa por HCMV e a deteccdo do DNA viral.

O HCMV geralmente é encontrado em leucécitos do sangue periférico, o0 que
pode ser demonstrado pelo teste de deteccdo do antigeno (antigenemia pp65) do
HCMV (DODT et al., 1997). Esta metodologia detecta a replicacdo precoce do virus,
permitindo o tratamento preemptivo dos pacientes imunocomprometidos, reduzindo
0 risco do aparecimento dos sintomas da doenca. No entanto, 0 teste apresenta

limitagdes tais como, trabalho intensivo, a necessidade de processamento imediato
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das amostras (6-8 horas apés a coleta), o resultado é dependente do numero de
leucécitos e sdo necessarias habilidades técnicas para interpretagdo dos resultados
da microscopia com precisdo (BREDA et al., 2013; JAIN; DUGGAL; CHUGH, 2011).

Ja os meétodos moleculares, sdo capazes de detectar o DNA do HCMV, em
diferentes amostras clinicas, sendo um método sensivel e de rapida execucéo
(JAIN; DUGGAL; CHUGH, 2011).

A deteccdo por meio da reacdo em cadeia da polimerase em tempo real
(gPCR), tem se mostrado altamente sensivel, podendo detectar pequenas
quantidades de &cido nucleico viral em diferentes amostras clinicas, apresenta-se
como alternativa para o diagnostico precoce e tratamento preemptivo para HCMV
em imunossuprimidos, além disso, a técnica ndo é afetada pela leucopenia, € uma
metodologia rapida, miniminiza contaminacbes, e pode ser realizado o
processamento de um maior numero de amostras (BREDA et al., 2013; JAIN;
DUGGAL; CHUGH, 2011). A técnica de gPCR ¢é utilizada para determinacdo da
carga viral, porém sua positividade ndo caracteriza doenca ativa por HCMV, sendo
necessario estabelecer um valor de corte da carga viral que indique o risco de
evolucdo para doenca e, assim, permita o rapido tratamento (CROUGH; KHANNA,
2009). Além disso, a carga viral deve ser realizada antes do inicio terapia e
posteriormente, permitindo monitorar a progressao da doenca (JAIN; DUGGAL,;
CHUGH, 2011).
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3 CASUISTICA E METODOS

3.1 DESCRICAO DO ESTUDO

Esta pesquisa foi de carater observacional, analitico, comparativo entre os
resultados dos métodos realizados, para verificacdo da presenca do citomegalovirus
nas amostras dos pacientes, seguido de coorte prospectiva, com associacdo dos
achados laboratoriais com demais dados clinicos que foram utilizados para definir a
presenca ou auséncia de doenca causada pelo HCMV.

Os procedimentos que envolveram a busca de dados clinico-
epidemiologicos em prontuarios e utilizagdo das amostras clinicas tém a aprovagao
do Comité de Etica em pesquisa em seres humanos do HC-UFPR, sob nimero de
registro: CAAE: 07283012.6.0000.0096 (ANEXO 1). Todos os pacientes incluidos no
estudo assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (APENDICE
1).

3.2 CASUISTICA

O presente estudo foi conduzido com pacientes hospitalizados no Servico de
Infectologia e a realizacdo das analises das amostras, no Setor de Virologia, ambos
do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana.

Como critérios de incluséo, pacientes portadores do HIV, com suspeita de
doenca associada ao HCMV, quando solicitado pelo médico assistente a realizacdo
do ensaio de antigenemia para citomegalovirus. Foi considerado cada episodio de
doenca por HCMV e quando o paciente foi internado mais de uma vez durante o
periodo do estudo uma nova amostra foi incluida.

Estas amostras foram selecionadas durante o periodo de Janeiro de 2013 a
Janeiro de 2014. Portanto tratou-se de uma amostragem de conveniéncia (ndo
probabilistica). Os dados demograficos, epidemioldgicos, laboratoriais e evolugao
clinica dos pacientes foram pesquisados por meio de revisdo de prontuario e

entrevista. Todas as informacdes foram registradas em questionario especifico
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(APENDICE 2).

Os pacientes foram classificados como deontes e n&o doentes por HCMV,
para isso, foi utilizado como critério de definicdo de doenca por HCMV, pacientes
que apresentaram infeccdo por 6rgao alvo e/ou uso de ganciclovir. E a terapia com
ganciclovir foi administrada com base no monitoramento dos pacientes quanto a
infeccdo pela presenca do antigeno pp-65 e achados anatomopatolégicos, com
acompanhamento da melhora dos pacientes. Sendo que o clinico ndo teve acesso
aos resultados da carga viral do HCMV.

Critérios de exclusdo: Pacientes ndo portadores do HIV e aqueles que se

recusaram a participar da pesquisa.

3.3 METODOS

3.3.1 Deteccéo do antigeno viral - Antigenemia para citomegalovirus

O ensaio de antigenemia para citomegalovirus foi realizado por meio da
deteccdo do antigeno pp65 do virus em leucdcitos totais isolados de sangue
periférico, coletados com anticoagulante EDTA, por meio de imunofluorescéncia
indireta, utilizando o kit CMV Brite™ Turbo, marca 1Q Products.

Para a separacdo dos leucdcitos foi realizada lise de hemécias por meio da
mistura de 1mL do sangue do paciente com 8mL de solucédo de lise, diluida 1:10 e
resfriada, a mistura foi entdo incubada por 10 minutos em temperatura de 2-8°C.
ApOs a incubacao foi realizada a centrifugagéo do lisado durante 2 minutos a 1000
Xg com posterior eliminacdo do sobrenadante. O sedimento foi suspenso em 5mL de
tampéo fosfato salino (PBS) e realizada a centrifugacdo nas mesmas condi¢cdes
anteriores, 0 sobrenadante foi desprezado e o0 sedimento suspenso novamente em
1mL de PBS. Foi realizada a contagem dos leucécitos em hemocitdmetro e feito o
ajuste da concentracdo para 200.000 células/mL, por meio de diluicdo em PBS ou
concentracdo por centrifugacdo. A suspensdo foi depositada na lamina de
microscopia (100pul) e centrifugada durante 4 minutos a 540 xg, apds sua secagem

em temperatura ambiente a mesma foi mergulhada em solugdo fixadora por 5
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minutos, ao abrigo de luz, apds este tempo a mesma foi lavada por trés vezes com
PBS e deixada na solugéo por mais 3 minutos, depois deste procedimento a lamina
foi mergulhada por 1 minuto em solucdo de permeabilizacdo, precedida de trés
lavagens e incubacédo de 5 minutos, ambas em tampao PBS. Sobre a amostra fixada
na lamina, foi entdo aplicado 35ul de solugdo de anticorpos monoclonais C10/C11,
para deteccao da fosfoproteina pp65 do HCMV e incubado a 37°C por 20 minutos
em camara umida. ApOs este periodo a lamina passou por trés lavagens com
incubacdo final de 3 minutos em PBS. Foi entdo aplicado 35ul do anticorpo
secundério conjugado (imunoglobulinas de ovelha anti-rato com isotiocianato de
fluoresceina- FITC e Azul de Evans) e incubado a 37°C por 20 minutos, lavado duas
vezes com PBS, sendo entdo realizada a colocacdo de glicerina tamponada na
lamina e coberta com laminula.

A avaliagdo microscopica foi realizada em microscopio de epifluorescéncia,
com ampliagdo de 400x, sendo feita a andlise de toda a superficie do
citocentrifugado. As células consideradas positivas foram aquelas que apresentaram
coloracdo no nucleo polilobulado de cor amarelo-esverdeada. Ja as células
negativas sao contrastadas de vermelho (FIGURA 10). Antes da avaliacdo das
amostras foi verificada a lamina de controle positivo, que foi incubada juntamente
com as amostras testadas, para verificar se o procedimento de coloragédo foi
adequado, apods esta analise, as amostras dos pacientes sao avaliadas. As amostras
dos pacientes foram consideradas positivas quando apresentaram uma ou mais
células com nucleos fluorescentes, sendo realizada a contagem das células

positivas presentes em cada amostra.
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FIGURA 10 - LEUCOCITOS DE SANGUE PERIFERICO HUMANO DE PACIENTE COM INFECCAO
ATIVA POR HCMV, CORADO COM O KIT CMV BRITE™ TURBO.

FONTE: O autor, 2015.

LEGENDA: A e B - Células negativas sdo contrastadas de vermelho. Células positivas, coloragdo no
ndcleo polilobulado, amarelo-esverdeadas.

3.3.2 Deteccédo do DNA do citomegalovirus

3.3.2.1 Extragao do DNA viral

A extragdo do DNA viral foi realizada utilizando o High Pure Viral Nucleic
Acid Kit (Marca Roche), de acordo com as instru¢des do fabricante.

Foi transferido 200ul de sangue total coletado com EDTA, para um tubo de
1,5mL, juntamente com 400ul do tampéo de ligacédo. Seguido da adicdo de 10ul de
solucéo de plasmideo contendo o gene beta-globina, diluido em RNA de levedura
(CPE-DNA® - Nanogen Advanced Diagnostics), que funciona como controle interno
da reacdo. Apdés a homogeneizacdo da mistura, a mesma foi transferida para o
suporte com filtro (coluna), disponibilizado pelo kit, onde os acidos nucléicos se
ligam a fibra de vidro do filtro, na presenca do agente caotrépico do tampéao de lise.
Realizada a centrifugacao por 15 segundos a 8000 xg e descartado o sobrenadante.
Depois foi adicionado 500ul do reagente de eliminacdo de inibidores e realizada a
centrifugacdo por 1 minuto a 8000 xg, apO0s o descarte do sobrenadante, os
contaminantes foram removidos por meio de lavagens da coluna, com adicado de
450ul de tampéo de lavagem e centrifugacéo por 1 minuto a 8000 xg, foi retirado o

sobrenadante e repetido o processo de lavagem. A coluna foi entdo colocada em
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novo tubo e foi realizada uma centrifugacédo na velocidade maxima por 10 segundos.
ApOs este procedimento, o suporte com filtro, foi novamente colocado em novo tubo
de 1,5mL, ja identificado, adicionado 50ul de tampéo de eluicdo e centrifugado por 1

minuto a 8000 xg.

3.3.2.2 Reacao em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (QPCR)

A deteccdo e quantificacdo do DNA viral foram realizadas utilizando o KIT
CMV Q-PCR Alert (Nanogen Advanced Diagnostics S.P.A.) de acordo com as
instrucdes do fabricante.

Neste procedimento foi realizada a amplificacdo em tempo real, com
iniciadores especificos, para a regido do gene que codifica o antigeno imediato
precoce (Major immediate early antigen - MIEA) do HCMV e da beta-globina
humana, como controle de extracdo da amostra. Também foram utilizadas sondas
TagMan®.

No sistema TagMan® cada sonda apresenta em uma extremidade um
fluoréforo e em outra extremidade uma molécula que captura a energia luminosa do
fluoréforo e dissipa na forma de calor ou luz (quencher). Durante a reacdo em cadeia
da polimerase a sonda TagMan® hibridiza com a fita simples de DNA complementar
e, no momento que a fita € amplificada, a sonda é degradada pela enzima TagDNA
polimerase, separando o quencher do fluor6foro o que aumenta a fluorescéncia de

maneira exponencial (FIGURA 11).
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FIGURA 11 - AMPLIFICACAO POR MEIO DE qPCR UTILIZANDO SONDA TAQMAN®
FONTE: Novais et al., 2004.

As sondas TagMan® utilizadas tinham capacidade de hibridizacdo no MIEA
do HCMV marcada com fluor6foro FAM (Sonda FAM) e outra no gene da beta-
globina humana, marcada com VIC (Sonda VIC). A partir do momento que as
sondas marcadas com os fluoréforos, se hibridizaram na sequéncia especifica da fita
molde de DNA e ocorreu a amplificacdo, as mesmas foram hidrolisadas, e foi emitida
a fluorescéncia, que automaticamente foi medida e quantificada pelo equipamento. A
andlise quantitativa foi realizada em comparacdo com os padrdes (plasmideos de
concentracdo conhecida), adicionados na mesma placa que as amostras em cada
reacao de amplificacao.

Para a preparacao da reacéo, foi transferido 100ul do AmpliMIX (solugéo de
oligonucleotideos, TRIS, Glicerol e Triton X-100) e volume igual do AmpliPROBE
(solucéo de oligonucleotideos fluorescentes, TRIS, Glicerol e Triton X-100) no tubo
contendo AmpliIMASTER (solucédo de TRIS, Glicerol, MgCl,, Desoriboxinucleotideos
trifosfatos, ROX, Uracil-N-glicosilase e Tag DNA polimerase hot-start), apos a
homogeneizagao foi transferido 20ul desta mistura em cada poco da placa de
reagdo. Em cada poco correspondente foi transferido 5ul de cada amostra, controle
negativo (dgua ultrapura) e os Standards (solu¢des de plasmideos contendo genes
especificos do HCMV com concentracdo conhecida de 10° a 10?), a placa foi selada

e colocada no equipamento com ciclo térmico para amplificacdo com fase inicial de
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descontaminacao a 50°C por 2 minutos, desnaturagao inicial a 95°C por 10 minutos
e 45 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto.

A andlise dos valores registrados da fluorescéncia emitidos pela sonda
especifica para citomegalovirus (fluorescéncia FAM) e da sonda especifica da
beta globina-controle interno (fluorescéncia VIC) nas reacdes de amplificacao
foram realizadas utilizando o software do aparelho (7300 Applied Biosystems®
Real-Time PCR System).

Para a realizacdo da analise, foi programado manualmente a faixa de
calculo do Baseline, do ciclo 6 ao 15 e Thereshold para a fluorescéncia FAM a
0,2 e para a fluorescéncia VIC a 0,1. Apds estes ajustes foi permitido
determinar o pico em que a fluorescéncia atingiu o valor de Thereshold (cT -
ciclo Thereshold), com este valor foi calculado pelo equipamento a Curva
Standard (por meio dos plasmideos com valores conhecidos que foram
adicionados a placa) da sessdo que foi utilizada para validacdo da
amplificacdo. As reacdes de amplificacdo consideradas validas foram aquelas
em que o Standard 10° apresentou valor de cT < 25, Controle negativo cT
indeterminado e coeficiente de correlacéo (R2) entre 0,990 < R2 < 1,000.

Apbs o processo de validacdo da reacdo as amostras foram avaliadas
quanto a presenca do DNA do HCMV qualitativamente, utilizando o valor do cT da
sonda especifica para o gene MIEA do HCMV e para o controle interno Beta-globina
humana (que foi adicionada no momento da extracdo das amostras) para validacao
das etapas de extracdo, amplificacdo e deteccdo. Os padrbes que foram utilizados
para a analise qualitativa das amostras sdo demonstrados na tabela 1.
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cT gene MIEA cT Beta-globina .
HCMV humana Adzﬁsgta;g da Res?(latsatcéo do DNA do HCMV
(Sonda FAM) (Sonda VIC)
cT>350u .
indeterminado Inadequada Invalido -
Indeterminado
cT <35 Adequada Valido, negativo N&o detectado
. cT > 35. ou Adequada* Valido, positivo Detectado
indeterminado
Determinado
cT <35 Adequada Valido, positivo Detectado

FONTE: Adaptado de Biometrix (2013).

* Quando na reacao de amplificacdo de uma amostra for detectado DNA de HCMV, a amplificacdo do
gene da Beta-globina pode resultar em um cT>35 ou indeterminado. A reagido de amplificagdo com
baixa eficiéncia do gene Beta-globina pode ser anulada pela reacdo de alta eficiéncia do HCMV.
Neste caso a amostra ainda é adequada e o resultado do teste € valido.

Depois de realizada a andlise qualitativa, as amostras que apresentaram
deteccdo do DNA do HCMV foram avaliadas quantitativamente. Para isso, o
software do equipamento, utilizou o valor do cT para as sondas especificas do
HCMV nas reacdes de amplificacdo de cada amostra e a curva padrédo formada
pelos Standards para calcular a quantidade (Quantity) do DNA alvo (HCMV) nas
amplificacdes.

Foram utilizados os valores quantitativos (Quantity) relativos a cada amostra
para calcular o nimero de genomas equivalentes (geq = cépias/mL) de HCMV

presentes na amostra de partida segundo a férmula abaixo.

gEg/mL = Fe x Ee x Fa x Quantity de cada amostra (2)

Onde Fe é a relacdo entre a unidade de medida de referéncia (1ImL) e a
quantidade de amostra utilizada na extracdo (o volume inicial de amostra extraido
em cada kit/metodologia pode variar, por isso o0 calculo é realizado) neste caso foi
utilizado 0,2 mL de sangue total para a extracdo. Ee é o calculo do valor inverso a
eficiéncia da extracdo (cada kit/metodologia apresenta um valor de eficiéncia
comprovada, este valor é utilizado para realizacdo do céalculo), o valor de eficiéncia

com o kit que utilizamos foi 100%, ou seja, 1,0. O valor de Fa é calculado com base
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na relacao entre o volume do DNA extraido e o volume utilizado na reagdo de gPCR
(cada kit/metodologia utiliza um volume final de eluig&o), foi utilizado 50 pl do eluente
e na gPCR foi utilizado 5 pl do DNA eluido. Seguem formulas abaixo, jA& com 0s

valores utilizados.

Fe=1mL/0,2mL=5 (2)
Ee=1/10=1 3)
Fa=50pul/5pu =10 (4)

A patrtir do calculo destes valores foi possivel chegar ao resultado abaixo.
gEg/mL =5 x 1 x 10 x Quantity de cada amostra (5)

Sendo entdo utilizado o calculo abaixo para a analise quantitativa dos

resultados.

gEg/mL = 50 x Quantity de cada amostra (6)

3.4 METODOLOGIA DE ANALISE DE DADOS

Os dados laboratoriais e clinicos obtidos foram digitados em tabela Excel™,
compilados utilizando o software JMP versao 5.2.1 e foi realizada analise estatistica
descritiva e analitica de todas as variaveis, utilizando o software GraphPad Prism®
version 5.03 (Graph Pad Software Inc., La Jolla, CA, USA) e R-version 3.1.2
(31/10/2014). Para a andlise de sobrevida e curva ROC (Receiver Operating
Characteristic) foi utilizado o IBM SPSS Statistics v.20.0.

Em todas as analises de comparagéo entre pacientes com e sem doenca por
HCMV foi utilizado como critério de definicdo de doenca por HCMV, pacientes que
apresentaram infeccao por 6rgao alvo e/ou uso de ganciclovir.

Para a realizacdo da analise dos dados quantitativos foram utilizados os
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testes de Mann-Whitney e Wilcoxon e para as variaveis nominais foi utilizado o teste
exato de Fisher, considerando para ambos os testes p < 0,05 significante.

Foi realizada a analise do desempenho dos testes diagnésticos, antigenemia
e gPCR para HCMV, realizando o calculo da sensibilidade, especificidade, valor
preditivo positivo e negativo e validade do teste, considerando pacientes doentes e
nao doentes por HCMV.

Para determinacédo de ponto de corte ideal para a antigenemia e o qPCR
para HCMV, foi ajustada a curva ROC (Receiver Operating Characteristic) onde o p
< 0,05 foi considerado significante, sendo analisada também a area sobre a curva e
a sensibilidade e especificidade de cada teste no ponto de corte estimado.

A analise de reprodutibilidade dos resultados entre os testes laboratoriais foi
analisada utilizando o indice de concordancia kappa sendo realizada a interpretacéo
de acordo com Cruz (2009), valores < 0,41 considerada concordancia inexistente,
0,41 a 0,60 moderada, 0,61 a 0,80 boa, 0,81 a 0,99 6tima e 1,00 perfeita.

A razao de correlagdo ( r ), entre os métodos, foi realizada por meio do
coeficiente de Pearson, onde valores de r = 0,0 foram considerados sem correlacao,
r = + 1,0 correlacédo positiva perfeita, r = - 1,0 correlagdo negativa perfeita, r = 0,15
correlacao positiva fraca e r = -0,72 correlacdo negativa forte (CRUZ, 2009).

Para a comparacdo dos grupos sem doenca e com doenca por HCMV,
separados de acordo com os critérios apresentados acima, com relacéo a sobrevida,
foram apresentadas as curvas de Kaplan-Meier, considerando o teste Log-rank, com

p < 0,05 significante.
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS E EPIDEMIOLOGICAS DOS
PACIENTES

Foram incluidos no estudo 68 pacientes, acompanhados durante o
internamento no setor de infectologia do Hospital de Clinicas da Universidade
Federal do Parana, dos quais foram coletadas um total de 97 amostras (média 1,4
amostras/paciente). A pesquisa semi-quantitativa e quantitativa de citomegalovirus
foi realizada por meio dos testes de antigenemia e pela metodologia de PCR em
tempo real no sangue periférico, respectivamente.

A média de idade encontrada foi de 37,77 (x13) anos, e a distribuicdo por
género foi 50% (n = 34) de pacientes masculinos.

Observou-se que 67% (n = 46) desses pacientes eram procedentes da
cidade de Curitiba, sendo que os outros casos foram encaminhados de cidades da
regido metropolitana e demais cidades do Estado do Parana.

Na tabela 2, estdo compilados os dados coletados correspondentes a raca e

ao grau de escolaridade dos pacientes.

TABELA 2 DISTRIBUICAO DA RACA E ESCOLARIDADE DOS PACIENTES HIV +
HOSPITALIZADOS QUE INVESTIGARAM CITOMEGALOVIRUS.

CATEGORIA QUANTIDADE (%)
Raca Branca 39 (57)
Indigena 2 (3
Negra 3 (5
Parda 17 (25)
Amarela 0 (0)
Sl 7 (10
Escolaridade 1a3anos 2 3
(Tempo de 4 a7 anos 27 (40)
estudo) 8 a1l anos 26 (38,2)
> 12 anos 6 (8,8)
Sl 7 (10

FONTE: O autor, 2015.
NOTA: SI= Sem informacao.
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Quanto ao comportamento de risco para infeccao pelo HIV-1, dos 68
pacientes entrevistados, a maioria, 50 (73,5%) negou o uso de drogas. Sendo que
11 individuos (16,2%) relataram o uso de drogas (cocaina, cola, crack, maconha e
alcool) por via endovenosa (EV), inalacdo ou aspiracdo. Dos sete (10,3%) pacientes
restantes n&o foi obtida a informagao.

Com relagdo ao comportamento sexual, relatado pelos pacientes, a maioria
deles se classificou como heterossexual, 48 (70,5%), sendo que os homossexuais
corresponderam a nove individuos (13,2%) e destes sete do género masculino e
dois feminino (FIGURA 12). Quanto ao numero de parceiros por ano, 40 (59%)
relataram numero de parceiros igual ou inferior a dois no periodo de um ano, quatro
(5,9%) de dois a cinco parceiros, nove (13,2%) mais de cinco parceiros por ano, 14
(20,5%) néo foi obtida nenhuma informacéo e um (1,4%) relatou nado ter iniciado a
vida sexual. Na figura 13 é demonstrada a distribuicdo do numero de parceiros por

ano e comportamento sexual.
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25 77
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7
45
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Homossexual Heterossexual Bissexual

FIGURA 12 - DADOS SOBRE O COMPORTAMENTO SEXUAL DOS PACIENTES.
FONTE: O autor, 2015.
Nota: SI= Sem informacao.
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FIGURA 13 - DISTRIBUICAO DO NUMERO DE PARCEIROS POR ANO E TIPO DE
COMPORTAMENTO SEXUAL.

FONTE: O autor, 2015.

Nota: SI= Sem informacéo.

Referente ao histérico da infeccdo pelo HIV-1 observou-se que, no momento
desta avaliacdo, os pacientes apresentavam mediana de tempo de diagndstico do
HIV de 1.539 dias (IQR 47-5.548 dias), aproximadamente 4,2 anos (IQR 0-15,2
anos). Quanto a quantificacdo dos linfocitos T CD4+, no momento da avaliacdo, a
mediana foi de 95 células/mm3 (IQR 36-226) e a carga viral do HIV apresentou
média de 4,16 log/mL (+1,76).

A média do tempo de internacédo dos pacientes foi de 16,6 dias (+ 13,9). Os
diagnésticos diferentes e multiplos que os pacientes apresentavam no momento da

alta, sdo apresentados no apéndice 3.

4.2 CARACTERISTICAS E COMPARACAO DAS AMOSTRAS COLETADAS -
PACIENTES CLASSIFICADOS COM DOENCA E SEM DOENCA POR HCMV

Primeiramente, as 97 amostras coletadas dos 68 pacientes, foram divididas
em dois grupos, amostras coletadas de pacientes classificados com doenca por
HCMV e amostras de pacientes classificados como nao doentes por HCMV.

Os critérios de definicdo de doencga utilizados foram aqueles pacientes que
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apresentaram infec¢cdo por érgdo alvo confirmada e/ou uso de ganciclovir por
decisdo médica.

Foram coletadas 13 (13,4%) amostras de pacientes classificados como
doentes por HCMV e 84 (86,6%) amostras de pacientes ndo doentes por HCMV.
Porém, nesta divisdo, como foram coletadas mais de uma amostra por paciente, seis
destes acabaram ficando nos dois grupos, pois foram internados mais de uma vez
ou por serem classificados doentes ou ndo doentes em momentos diferentes no
periodo da internacéao (FIGURA 14).

97 amostras 68 pacientes

D
13 amostras
coletadas de b pacientes
pacientes classificados com
classificados como doenga por HCMV

doentes por HCMY

——

62 pacientes sem
doenca por HCMV

84 amostras
coletadas de
pacientes

classificados sem
doenca por HCMWY

~

FIGURA 14 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA DISTRIBUICAO DAS
AMOSTRAS/PACIENTES.
FONTE: O autor, 2015.

Com relacéo a infeccéo pelo HIV, foram avaliadas a contagem de linfécitos T
CD4+, carga viral e tempo de diagnostico do HIV, nos pacientes de acordo com cada
amostra coletada, sendo assim, os dados apresentados foram referentes ao
momento de cada coleta de amostra no paciente (FIGURA 15; FIGURA 16; FIGURA
17). Quanto ao tempo de diagnostico do HIV e aparecimento da doenca por HCMV,
foi observada a mediana em dias de 47 (IQR 9-1.509).
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FIGURA 15 - CONTAGEM DOS LINFOCITOS TCD4+, PACIENTES HIV+ CLASSIFICADOS COMO
DOENTES E NAO DOENTES POR HCMV.
FONTE: O autor, 2015.

Cargaviral HIV log/mL
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o p =0.027
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FIGURA 16 - CARGA VIRAL HIV, PACIENTES CLASSIFICADOS COMO DOENTES E NAO
DOENTES POR HCMV.
FONTE: O autor, 2015.
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FIGURA 17 - TEMPO DE DIAGNOSTICO DO HIV, PACIENTES CLASSIFICADOS COMO DOENTES
E NAO DOENTES POR HCMV.

FONTE: O autor, 2015.

Outro ponto analisado foi o tempo de utlizacdo da TARV antes da
internacdo. Dos pacientes classificados com doenca por HCMV, com excecao de
uma, todos omecaram a utilizar terapia antirretroviral para o HIV, no periodo de
internacao (FIGURA 18).
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FIGURA 18 - TEMPO DE UTILIZA(;AO D@ TARV PARA HIV ANTES DA INTERNAC;AO, PACIENTES
CLASSIFICADOS COMO DOENTES E NAO DOENTES POR HCMV.
FONTE: O autor, 2015.

4.2.1 Antigenemia e PCR em tempo real para citomegalovirus

Das 97 amostras coletadas, 26 (26,8%) apresentaram células positivas no
ensaio de antigenemia e 45 (46,3%) foram detectadas na qPCR. A distribuicdo das

amostras conforme a positividade nos testes é demonstrada na figura 19.

97 amostras

Antigenemia Antigenemia

reagente nio reagente
n=26 n=71
I . | :
1 1 1 1
gPCR gPCR gPCR gPCR
detectado ndo detectado detectado ndo detectado
n=25 n=1 n=20 n=51

FIGURA 19 - DISTRIBUIQAO DAS AMOSTRAS CONFORME RESULTADOS NOS TESTES
DIAGNOSTICOS.
FONTE: O autor, 2015.
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Na tabela 4, sdo apresentados os dados de distribuicdo das amostras
positivas e negativas entre os pacientes classificados como doentes e nao doentes e
a comparacao qualitativa entre os grupos, em ambos o0s grupos observa-se uma
diferenca significativa entre os resultados obtidos tanto por antigenemia quanto por

PCR em tempo real.

TABELA 3 - RESULTADOS QUALITATIVOS DOS TESTES DE ANTIGENEMIA E PCR EM TEMPO
REAL PARA HCMV SEPARADOS EM PACIENTES CLASSIFICADOS COMO DOENTES E NAO
DOENTES POR HCMV.

DOENTES NAO DOENTES VALOR DE p

CATEGORIA 1=13 (%) n=84 (%)
Antigenemia
Reagente 10 (76,9) 16 (19,1) <0.0001
N&o Reagente 3(23,1) 68 (80,9)
gPCR
Detectado 13 (100) 32 (38,1) <0.0001
N&o detectado 0(0) 52 (61,9)

FONTE: O autor, 2015.

Assim como os dados qualitativos, as analises dos dados quantitativos das
amostras, nos ensaios de antigenemia e gPCR para HCMV, demonstraram
diferenca estatistica significante, se comparados os dados dos pacientes
classificados como doentes e ndo doentes por HCMV (FIGURA 20, FIGURA 21,
FIGURA 22).
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FIGURA 20 - COMPARACAO QUANTITATIVA DA ANTIGENEMIA PARA HCMV, PACIENTES
CLASSIFICADOS COMO DOENTES E NAO DOENTES POR HCMV.
FONTE: O autor, 2015.
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FIGURA 21 - COMPARACAO QUANTITATIVA DOS RESULTADOS DO PCR EM TEMPO REAL
PARA HCMV, PACIENTES CLASSIFICADOS COMO DOENTES E NAO DOENTES POR HCMV.
FONTE: O autor, 2015.
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FIGURA 22 - COMPARAQ/T\O QUANTITATIVA DOS RESULTADOS EM LOG DO PCR EM TEMPO
REAL PARA HCMV, PACIENTES CLASSIFICADOS COMO DOENTES E NAO DOENTES POR
HCMV.

FONTE: O autor, 2015.

Com base nos parametros anteriores e considerando como padrdo-ouro a
presenca ou ndo de doenca de acordo com critérios clinicos (introducéo de terapia
especifica e resposta ao tratamento) foi realizada a avaliacdo do desempenho dos
testes diagnosticos quanto aos critérios listados na tabela 5. Nesta avaliacdo a
prevaléncia encontrada foi de 13% (IC95% 7 a 22%).

TABELA 4 - AVALIACAO DO DESEMPENHO DOS ENSAIOS DE ANTIGENEMIA E gPCR PARA
HCMV.

Antigenemia gPCR
Sensibilidade 77% (IC95% 45 a 93%) 100% (IC95% 71 a 100%)
Especificidade 80% (IC95% 70 a 88%) 61,9% (IC95% 50 a 72%)

Valor preditivo positivo  38% (IC95% 20 a 59%) 28% (1C95% 16 a 44%)
Valor preditivo negativo  95% (IC95% 87 a 98%) 100% (IC95% 91 a 100%)
Likelihood Ratio (LR+) 4 (1IC95% 2,3 a 6,8) 2,62 (IC95% 1,99 a 3,44)
Likelihood Ratio (LR-) 0,28 (0,1a0,77) 0

FONTE: O autor, 2015.

Porém, considerando diferentes prevaléncias de individuos HIV positivos
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com doenca por HCMV, os valores preditivos positivos (VPP) e negativos (VPN),
podem apresentar valores diferentes, conforme os dados apresentados na tabela 6.

TABELA 5 - AVALIACAO DOS VALORES PREDITIVOS POSITIVOS E NEGATIVOS EM
DIFERENTES PREVALENCIAS NOS ENSAIOS DE ANTIGENEMIA E gPCR PARA HCMV.

Prevaléncia Antigenemia gPCR
VPP (%) VPP (%)
2% 7 5
5% 17 12
10% 30 22
15% 41 31
Prevaléncia Antigenemia gPCR
VPN (%) VPN (%)
2% 99
5% 98
10% 96 100
15% 95

FONTE: O autor, 2015.

A analise de concordancia e discordancia entre os dois testes diagnosticos,
utilizando o indice kappa, foi moderada k=0,552 com intervalo de confianca de 95%
(IC 95% 0,397-0,707), sendo que a comparacao qualitativa dos testes, demonstrou

diferenca estatistica significativa (FIGURA 23).

80+

Numero de amostras
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p =0.007
204
BB Antigenemia
gPCR
0 T T
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FIGURA 23 - COMPARAQAO QUALITATIVA DOS TESTES DE ANTIGENEMIA E PCR EM TEMPO
REAL PARA HCMV.
FONTE: O autor, 2015.
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A avaliacdo quantitativa da interferéncia ou relagdo da antigenemia e do
gPCR para HCMV foi realizada pela andlise da correlagdo. Para o gPCR foram
analisados os resultados em copias/mL que apresentou correlacdo moderada
(FIGURA 24).
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FIGURA 24 - CORRELACAO DA ANTIGENEMIA E DO PCR EM TEMPO REAL (COPIAS/ML) PARA
DIAGNOSTICO DO HCMV
FONTE: O autor, 2015.

Com o intuito de determinar um ponto de corte para o teste de antigenemia e
carga viral do HCMV foram construidas curvas Receiver Operating Characteristic
(ROC). Para a construcdo das mesmas foi utilizado o critério anterior, pacientes com
e sem doenca por HCMV e positividade nos testes antigenemia e qPCR.

Baseada na area abaixo da curva foi possivel verificar que a antigenemia é
um teste confiavel para a determinacdo da presenca ou auséncia de doenca por
HMCYV. O ponto de corte ajustado foi de 1,5 céulas em 200.000 leucdcitos, sendo
assim, valores acima deste ponto, estdo associados a doenca por HCMV. A
sensibilidade apresentada neste ponto de corte € de 76,9% (IC 95% 54 a 99,8%) e
especificidade de 86,9% (IC 95% 79,7 a 94,1%), com uma area abaixo da curva de
0,82 (FIGURA 25) (TABELA 7).
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FIGURA 25 - CURVA ROC DOS RESULTADOS QUANTITATIVOS DA ANTIGENEMIA PARA HCMV.
FONTE: O autor, 2015.

TABELA 6 - DISTRIBUICAO COM BASE NO PONTO DE CORTE DA ANTIGENEMIA PARA HCMV.

Antigenemia Sem doencga por HMCV Com doenca por HMCV
(células positivas em Numero de amostras NUumero de amostras
200.000 leucécitos) (especificidade) (sensibilidade)
<15 73 (86,9%) 3 (23,1%)
>1,5 11 (13,1%) 10 (76,9%)
Total 84 13

FONTE: O autor, 2015.

Para a realizacdo da curva ROC da qPCR para HCMV, foram incluidas
somente amostras que obtiveram valores de deteccao viral maiores do que zero,
totalizando 45 amostras, destas 13 (28,9%) foram coletadas de pacientes com
doenca por HCMV e 32 (71,1%) amostras de pacientes sem doenca (TABELA 8).
Foi possivel, por meio do ajuste da curva ROC, determinar o ponto de corte de 3,715
log/mL, com valores iguais ou acima deste ponto associados com doenca por
HCMV, com uma éarea abaixo da curva de 0,7 (FIGURA 26). A sensibilidade
apresentada neste ponto € de 76,9% (IC 95% 54 a 99,8%) e especificidade de
68,8% (IC 95% 52,7 a 84,8%) (TABELA 9).
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TABELA 7 - COMPARAGAO RESULTADOS QUANTITAVOS gPCR — AMOSTRAS PACIENTES
CLASSIFICADOS COMO DOENTES E NAO DOENTES POR HCMV.

Doenca por gPCR HCMV (log/mL) Valor de p
HMCV N Média Mediana Minimo Maximo Desvio padrao
Nao 32 3,12 2,90 1,56 5,23 1,19 0035
Sim 13 3,93 4,13 2,16 5,05 0,85 '

FONTE: O autor, 2015.
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FIGURA 26 - CURVA ROC DOS RESULTADOS QUANTITATIVOS DA qPCR PARA HCMV.
FONTE: O autor, 2015.

TABELA 8 - DISTRIBUICAO COM BASE NO PONTO DE CORTE DA gPCR PARA HCMV.

Sem doenca por HMCV Com doenca por HMCV
qPCR HCMV (log/mL) Numero de amostras NUumero de amostras
(especificidade) (sensibilidade)
<3,715 22 (68,8%) 3 (23,1%)
> 3,715 10 (31,2%) 10 (76,9%)
Total 32 13

FONTE: O autor, 2015.

Porém, quando realizamos a comparagdo das metodologias, plotando uma
nova curva ROC, ambas apresentam areas abaixo das curvas similares (FIGURA
27). Para a confeccdo da mesma foram utilizados somente casos de pacientes que
apresentavam resultados nas duas variaveis: antigenemia e gPCR. Testou-se a

hipétese nula de que as areas abaixo das curvas (antigenemia e qPCR) sao iguais,
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versus a hipétese alternativa de areas diferentes, apresentando néo rejeicdo da
hipétese nula p = 0,710.

Antigenemia

Sensibilidadde
0.50

Area abaixo da curva
Antigenemia 0,73 p 0.015

PCRO,70 p 0.035

0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
1 - Especificidade
FIGURA 27 - CURVA ROC COM COMPARA(}AO DAS AREAS ABAIXO DAS CURVAS COM 0OS

RESULTADOS QUANTITATIVOS DA ANTIGENEMIA E DO gPCR PARA HCMV.
FONTE: O autor, 2015.

4.2.2 Amostras separadas por grupos

As amostras foram separadas em seis grupos em funcdo da positividade nos
testes de antigenemia e gPCR e doenca por citomegalovirus (TABELA 10). Os
critérios de definicdo de doenca utilizados foram aqueles anteriormente descritos,
pacientes que apresentaram infeccéo por érgdo alvo e/ou uso de ganciclovir.

A distribuicdo do numero de amostras por grupo pode ser visualizada na
figura 28.
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TABELA 9 - DESCRIGAO DA SEPARAGAO DOS GRUPOS.

GRUPO ANTIGENEMIA gPCR DOENCA POR HCMV
1 N&o reagente N&o detectado N&o
2 N&o reagente Detectado N&o
3 N&o reagente Detectado Sim
4 Reagente Detectado N&o
5 Reagente Detectado Sim
6 Reagente N&o detectado N&o

FONTE: O autor, 2015.
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FIGURA 28 - DISTRIBUICAO DO NUMERO DE AMOSTRAS POR GRUPO.
FONTE: O autor, 2015.

Como a divisdo dos grupos foi baseada nas amostras utilizadas nos testes
diagnosticos e doenca por HCMV nos pacientes, os mesmos podem ter mais de

uma amostra por grupo ou ainda amostras representadas em grupos diferentes.

4.2.2.1 Grupo 1 — Amostras negativas (pacientes sem doenca)

Neste grupo foram incluidas 51 amostras (52,5%) que ndo apresentaram
células reagentes na antigenemia e resultado néo detectado na gPCR para HCMV.

As amostras foram coletadas de 47 pacientes, quatro tiveram duas coletas
cada. Do total de pacientes, dois (3,9%) evoluiram para o 6bito. Sendo um por

meningite criptococica e outro por caquexia e insuficiéncia respiratoria aguda.
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4.2.2.2 Grupo 2 — Amostras néo reagentes na antigenemia e detectadas na qPCR

(pacientes sem doenca)

Dezessete amostras (17,5%) foram néo reagentes no teste da antigenemia e
apresentaram presenca de DNA viral, porém o0s pacientes ndo apresentaram
evidéncia de doenga por HCMV.

Neste grupo a média dos valores do gPCR encontrados foi 2,56 log/mL (DP+
1,02).

4.2.2.3 Grupo 3 — Amostras néo reagentes na antigenemia e detectadas na qPCR

(pacientes com doenca).

Neste grupo encontram-se trés amostras (3%), com média de carga viral de
3,31 (DP+ 0,82).

Um dos pacientes incluidos neste grupo realizou duas coletas no mesmo
periodo de internacdo, sendo que em ambas 0 paciente apresentava baixa
contagem no ndmero de leucdcitos 1,390x10%ul e 0,830x10°ul respectivamente. O
paciente apresentava meningite criptocécica e evoluiu para piora dos seus sintomas,
sendo encaminhado para UTI e foi a 6bito. O diagnostico de HCMV foi constatado
apos a morte. Este paciente j4 havia sido internado anteriormente, 12 dias antes
(Grupo 1).

Ja a outra amostra incluida neste grupo, foi coletada de uma paciente que
foi internada duas vezes no periodo do estudo, sendo que na primeira internacao ja
havia apresentado doenca por HCMV (grupo 5). Nesta segunda internacao
apresentou uma possivel reativacdo pelo virus com uma amostra incluida neste
grupo 3, como ela também apresentava doenca por herpes simples, foi administrado
na internagdo o ganciclovir juntamente com o aciclovir. Como nesta internacéo, a
paciente apresentou uma possivel reativagdo do HCMV, foi indicada posteriormente

a utilizacéo de terapia profilatica com ganciclovir pelo periodo de seis meses.
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4.2.2.4 Grupo 4 — Amostras reagentes na antigenemia e detectadas na gPCR
(pacientes sem doenca)

Quinze amostras (15,4%) foram reagentes e detectadas nos testes de
antigenemia e gPCR, respectivamente, porém o0s pacientes apresentaram somente
a reativacdo, sem evidéncia de doenca pelo HCMV.

Este grupo apresentou mediana do resultado da antigenemia de 9 células
em 200.000 (IQR 1-27) e média de carga viral 3,75 log/mL (+ 1,06).

4.2.2.5 Grupo 5 — Amostras reagentes na antigenemia e detectadas na qPCR

(pacientes com doenca)

Neste grupo foram incluidas dez amostras, representando 10,3% do total
das amostras coletadas, apresentando média do resultado da antigenemia de 27
células em 200.000 (IQR 2-71) e média da carga viral de HCMV de 4,12 log/mL
(+0,80).

Um dos pacientes deste grupo apresentou uma primeira amostra no periodo
de internacao que foi ndo reagente na antigenemia e ndo detectada na gPCR com
diagnostico de sindrome de Zollinger Ellison e Ulceras géstricas, porém, apls a
segunda coleta, ambos os testes apresentaram positividade, sendo que, houve
melhora dos sintomas apds o uso de ganciclovir por 14 dias.

Outra paciente apresentou uma alta contagem de células positivas na
antigenemia e apesar de nao ter doenca por oOrgdo-alvo, ap0s a utilizacdo do
ganciclovir por 14 dias, obteve uma melhora do quadro geral com alta hospitalar.

Trés outras amostras do grupo foram coletadas de uma paciente que
apresentou HCMV pulmonar (paciente 34) com biopsia indicando a incluséao
citomegalica (FIGURA 29) e pneumonia diagnosticada pela tomografia de torax
(FIGURA 30), posteriormente evoluiu com retinite, que melhorou apos a utilizagdo do

ganciclovir por 14 dias.
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FIGURA 29 - BIOPSIA PULMONAR COM INCLUSAO CITOMEGALICA.
FONTE: O autor, 2015.

NOTA: Na seta vermelha esta indicada a inclusdo citomegalica.

LEGENDA: Exame realizado no setor de anatomia patolégica do HC-UFPR.

FIGURA 30 - TOMOGRAFIA DE TORAX DA PACIENTE COM HCMV PULMONAR.
FONTE: O autor, 2015.
LEGENDA: Exame realizado na se¢do de tomografia do HC-UFPR.

Outra amostra foi coletada de um paciente que no momento da internagcao
apresentou retinite com necrose de retina, sendo medicado por via endovenosa pelo
periodo de 15 dias com ganciclovir.

A Ultima amostra do grupo foi coletada de um paciente, que na internacao foi
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diagnosticado com infeccao pelo HIV além de doenga neuroldégica em decorréncia
desta infeccdo, apesar da paciente ndo apresentar doenca por Orgdo-alvo no
momento da coleta da amostra, foi considerado com doenca por HCMV, apds a
utilizacdo do ganciclovir por dez dias ela obteve melhora e recebeu alta. Porém a
paciente foi novamente internada treze dias apoés alta, com possivel reativacdo da

infec¢ao pelo HCMV, descrita anteriormente no grupo 3.

4.2.2.6 Grupo 6 — Amostra reagente na antigenemia e nao detectado na gPCR
(paciente sem doenca)

Neste grupo had um paciente com uma amostra, representando 1% do total
das amostras coletadas.

4.2.2.7 Comparacao entre 0s grupos

Na tabela 11, sdo apresentados os dados relativos a média e mediana dos
valores encontrados entre o0s grupos, com relacdo a infeccdo pelo HIV e

monitoramento da infeccao pelo HCMV.
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TABELA 10 - CARACTERISTICAS REFERENTES AOS PACIENTES/AMOSTRAS COLETADAS

SEPARADAS POR GRUPOS

Grupol Grupo2 Grupo3 Grupo4 Grupob5 Grupo 6 Valor
CATEGORIA n=51 n=17 n=3 n=15 n=10 n=1 dep
Contagem de
LTCD4+ em
células/mm’ 129 67 17 28 40
(53-209) (28-159)  (9-17)  (20-87) (16-322)  10° >0.999
Mediana
(IQR)
Carga viral
para HIV
3,74 4,75 5,59 3,75 5,02
(log/mL) (191)  (138)  (019)  (106)  (0.84) 2,77 0,154
Média (+DP)
Tempo de
diagndstico
de HIV (dias) (1386249 1(527 117 260 35 o6 0211
(27-160)  (32-5137) (11-2035) :
. 5964) 3029)
Mediana
(IQR)
Eritgécitos
x10°ul 3,77 4.4 3,04 3,73 3,95
0.81) (0,65  (0,79)  (0.61)  (0.47) 2,97 0.147
Média (+DP)
Leucécitos
x10°l 5390 3870 1390 4380 4540
(3410- (2915- (830- (3320- (3150- 3660 >0.999
Mediana 6820) 6085) 14269) 7560) 7888)
(IQR)
Antigenemia*
9 27
Mediana 0 0 0 1-27)  (2-71) 4 0.05
(IQR)
gqPCR HCMV
(log/mL) 2,56 3,31 3,75 4,12
0 (102) (082  (106)  (0.80) 0 045
Média (+DP)

FONTE: O autor, 2015.
NOTA: * Numero de células reagentes presentes em 200.000 leucdcitos.

4.2.3 Tempo de internacdo, analise de sobrevida e mortalidade

Para estas analises foram classificados como os dados dos 68 pacientes,

destes seis (8,8%) tiveram doenca por HCMV e 62 (91,2%) nao tiveram doenca por

HCMV.

Com relacdo ao tempo de internacdo, a média encontrada para os pacientes

doentes foi de 30 (x22,4) dias, ja para os pacientes classificados como nao doentes
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a média foi 15,4 (x11,8) dias, sendo que a distribuicdo entre os dois apresentou
p<0.0001 (FIGURA 31).
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FIGURA 31 - TEMPO DE INTERNACAO (DIAS), PACIENTES CLASSIFICADOS COMO DOENTES E
NAO DOENTES POR HCMV.
FONTE: O autor, 2015.

Para a andlise da sobrevida, foi comparado o tempo em dias, desde a
internacdo até o 6bito ou censura (alta do paciente) entre os pacientes doentes e
nao doentes. Como alguns pacientes foram internados mais de uma vez ou por
serem classificados como doentes ou ndo doentes em momentos diferentes no
periodo da internacdo, optou-se por contar o tempo a partir do diagnéstico do HCMV
(pacientes doentes), excluindo-se as outras datas. Ja para 0s pacientes
classificados como nao doentes por HCMV, foram feitas duas analises uma
contando a partir da primeira amostra coletada e outra na Ultima, porém como
ambas ficaram similares optou-se por utilizar a que se usou como critério de
contagem de tempo a partir da data da coleta da primeira amostra.

Dos 62 pacientes classificados como sem doenca por HCMV, dois (3,2%)
evoluiram para o 0Obito na internacado (dias 4 e 14) pacientes 5 e 7 da tabela 12. Dos
seis pacientes classificados com doenga por HCMV, um (16,7%) evoluiu para o Obito
na internagao (dia 74) paciente 15 da tabela 12 (FIGURA 32).
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FIGURA 32 - ANALISE DE SOBREVIDA NO PERIODO DA INTERNACAO, PACIENTES
CLASSIFICADOS COMO DOENTES E NAO DOENTES POR HCMV.
FONTE: O autor, 2015.

TABELA 11 - PERIODO E CAUSA DOS OBITOS DOS PACIENTES INCLUIDOS NO ESTUDO.

Periodo do 6bito Paciente
(identificacao Causa 6bito
conforme
apéndice 2)
5 Meningite criptococica
7 Caquexia e insuficiéncia respiratoria
Internacao aguda
15 Meningite criptocdcica e infecgéo ativa
por HCMV
3 Micobacteriose atipica e com hepatite
aguda
14 Insuficiéncia respiratéria aguda e
tuberculose pulmonar
6 meses apos a 36 Neurotoxoplasmose
alta 56 Pneumonia e meningite ndo especificada
57 Septicemia, aspergilose ndo especificada
e meningoencefalite por Toxoplasma
61 Septicemia e insuficiéncia respiratoria
aguda

FONTE: O autor, 2015.

Foi também verificada a mortalidade ap0s seis meses de internacao,
utilizando o critério anterior. Sendo que dos 65 pacientes que tiveram alta apos a
internacéo, foi constatado o Obito em seis (9,2%). O tempo de acompanhamento em
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dias de acordo com os grupos € demonstrado na tabela 13.

TABELA 12 - TEMPO DE ACOMPANHAMENTO DOS PACIENTES APOS ALTA, PACIENTES
CLASSIFICADOS COMO DOENTES E NAO DOENTES POR HCMV.

Doenca por Tempo de acompanhamento (dias)
HMCV N Média Mediana Minimo Méximo Desvio padréo
Néo 60 1717 182 8 184 37,7
Sim 5 162,2 181 81 184 45,4

FONTE: O autor, 2015.

Dos 60 pacientes classificados como sem doenca por HCMV, cinco (8,3%)
(pacientes 3, 14, 36, 57 e 61 da tabela 12) foram a 06bito apds a internacéo (dias 8,
28, 54, 56 e 121). Entre os cinco pacientes classificados com doenca por HCMV, um
(20%), paciente 56 da tabela 12, foi a 6bito apds a internacao (dia 81) (FIGURA 33).
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FIGURA 33 - ANALISE DE SOBREVIDA APOS SEI§ MESES DO PERIODO DA INTERNAC;AO,
PACIENTES CLASSIFICADOS COMO DOENTES E NAO DOENTES POR HCMV.
FONTE: O autor, 2015.
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5 DISCUSSAO

A doenca por HCMV em individuos imunocomprometidos, transplantados,
portadores do HIV ou com infeccdo congénita é frequentemente descrita, pois
apresenta alta morbidade e mortalidade. Sendo que o0s casos mais graves de
doenca por HCMV tém sido descritos em individuos portadores do HIV. Mesmo
ocorrendo o declinio do aparecimento de doenca por HCMV, apés utilizacdo da
TARV, nestes individuos, ainda é possivel verificar uma maior progressao da AIDS e
morte (BREDA et al., 2013; HO, 2008).

Outro fator importante da infeccdo do HCMV, em portadores do HIV é que
além de sua patogenicidade direta, em infeccbes ativas que causam
comprometimento de 6rgaos-alvos e morte, 0 virus possui a caracteristica de se
manter em estado latente no individuo, podendo apresentar replicacdo sem doenca,
sendo este fato relacionado com a progressdao da AIDS, contribuindo para o
aumento da ativacdo imune persistente, sendo relatada como indutor de
aterosclerose, imunossenescéncia e envelhecimento (FIELDING et al., 2011; HUNT
et al., 2011).

Neste contexto, a co-infeccdo HCMV/HIV é um desafio para os clinicos que
atendem estes pacientes, necessitando diferenciar replicacdo ou doenca por HCMV.
Sendo o diagnéstico baseado em sintomas clinicos em conjunto com 0S ensaios
laboratoriais, que possam ser utilizados para a deteccdo precoce do HCMV, bem
como diferenciar doenca ativa de infeccdo e possam ser utilizados no
acompanhamento destes pacientes. A investigacdo laboratorial busca auxiliar o
clinico na decisdo de intervencao terapéutica, profilatica ou preemptiva visando a
reducdo das manifestacdes clinicas da doenca por HCMV e, consequente,
progressao da AIDS (CROUGH; KHANNA, 2009; JAIN; DUGGAL; CHUGH, 2011).

Observou-se que, entre os pacientes internados no setor de infectologia do
HC-UFPR, portadores do HIV, que fizeram pesquisa para HCMV durante o periodo
da pesquisa, foram 68, sendo que destes foram coletadas 97 amostras, com média
de 1,4 amostras por paciente, sendo que os pacientes classificados com doenca por
HCMV coletaram mais amostras do que os classificados como nao doentes por
HCMV. Em um estudo semelhante, também realizado em hospital escola, foram

coletadas 2,3 amostras, por paciente internado, com AIDS e sem suspeita de HCMV
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(TERRA et al., 2000). Demonstrando o perfil dos pacientes internados, que acabam
realizando mais de uma coleta durante o periodo de internacéo, para confirmagéo do
diagnéstico ou mesmo monitoramento da terapia. Também, como neste estudo,
alguns pacientes foram internados mais de uma vez durante o periodo de coleta de
dados/amostras. Sendo que, uma das limitagcbes encontradas na inclusédo dos
pacientes no estudo foi a baixa rotatividade no setor, visto que 0s pacientes
internados acabam ficando por muito tempo ou em quartos isolados o que diminui o
namero de leitos disponiveis para outras internagoes.

Quanto a idade dos participantes do estudo, observa-se a presenca de um
grupo jovem, com média de 37,7 anos. Em um artigo de colaboragéo, que incluiu
estudos prospectivos de coorte, realizado em seis paises europeus e nos Estados
Unidos, de individuos HIV positivos, que foram diagnosticados com doencas
oportunistas, como criptococose, tuberculose, HCMV entre outros, foi encontrada a
mediana de 36 anos (Colaboracdo HIV-CAUSAL, 2014). Também em outro estudo
de Coorte, realizado por Chevret et al., 1999, na Franca, com individuos portadores
do HIV que realizaram o ensaio de antigenemia para HCMV, apresentou individuos
com mediana de idade de 37,5 anos. Porém em ambos os estudos ocorreu
prevaléncia maior pelo género masculino, sendo que, nos dados encontrados pelo
nosso grupo, a distribuicdo por género ndo demonstrou diferenca. Conflitando,
também, com dados levantados pelo boletim epidemiologico HIV/AIDS (CURITIBA,
2014), onde a proporcéao relatada de AIDS é trés casos em homens para cada um
em mulheres, porém, esta diferenca é justificada, pelo fato de em todos os estudos
ser verificada a doenca por HCMV em individuos com HIV e ndo a prevaléncia da
HIV/AIDS, como relatado por Curitiba, 2014.

Entre os individuos incluidos neste estudo, pode-se observar que a maioria
era procedente da cidade de Curitiba e da raca/cor branca. Quanto ao nivel de
escolaridade (tempo de estudo) os pacientes relataram com mais frequéncia o
tempo de estudo de 4 a 7 anos (40%) e 8 a 11 anos (38,5%). O que corrobora com
os dados encontrados, de 2007 até 2013, nas fichas de Notificagcdo/Investigacao de
AIDS, que apresentaram distribuicdo maior dos casos em pessoas brancas e quanto
ao tempo de estudo apresentaram até oito anos (Curitiba, 2014).

Referente ao comportamento de risco para a infeccdo pelo HIV, a maioria
negou o uso de drogas injetaveis (UDI), dados de Curitiba, 2014, reforcam que a

transmissao por UDI tem diminuido no decorrer dos anos, decorrente do aumento da
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utilizacdo de crack. Com relacdo ao comportamento sexual, foi encontrada
prevaléncia maior de heterossexuais, sendo que dentre 0sS pacientes que se
relataram homossexuais, sete eram do género masculino e dois feminino. Ja o
namero de parceiros sexuais relatado com maior frequéncia foi de um a dois por
ano. Dos casos de AIDS registrados desde 1984, nas mulheres, 80,4% decorreram
de relagbes heterossexuais com pessoas infectadas pelo HIV, entre os homens
28,8% em relacbes heterossexuais, 26,3% homossexuais e o 10,8% bissexuais
(CURITIBA, 2014).

Apbs a infeccdo pelo HIV, integracdo do virus com a célula e do DNA viral
no genoma do hospedeiro, sdo produzidas citocinas e proteinas virais que sao
toxicas para os linfécitos T CD4+ do hospedeiro. Quando ocorre a evolugdo do
estagio assintomatico ao dano no sistema imunoldgico, com reducédo dos linfocitos T
CD4+, culmina com a AIDS (COHEN et al., 2008). Os casos mais graves de doenca
por HCMV tém sido descritos em pacientes com AIDS, ocorrendo quando a
contagem de linfocitos T CD4+ é inferior a 100 células/ul (HO, 2008). No momento
da avaliacdo, dos pacientes incluidos no estudo, a quantificacdo dos linfécitos T
CD4+, apresentou mediana de 95 células/mms3 e carga viral do HIV com média de
4,16 log/mL, sendo entdo, pacientes mais susceptiveis a infec¢cdes oportunistas.

Dentro deste contexto, os pacientes internados no setor de infectologia do
HC-UFPR, apresentaram diagnosticos diferentes e mudltiplos, como pode ser
observado no apéndice 2, ocorrendo manifestaces como a tuberculose, infeccées
fungicas disseminadas, doenca muco-cutanea, infeccbes no sistema nervoso
central, entre outros, conforme Jaffar et al., 2004, manifestacdes que sdo comuns
em pacientes com AIDS, o que torna a correlacdo da presenca de replicacdo do
citomegalovirus com a doenca por este patégeno bastante complexa.

Apés a andlise dos dados demograficos gerais da populacédo estudada, um
dos desafios foi realizar o diagnostico e separacdo dos amostras/pacientes que
apresentaram doenca ativa por HCMV, por se tratarem de pacientes graves, com
multiplos diagnosticos. Foram utilizados como critério de definicdo de doenca por
HCMV, excluindo os que tinham somente replicagdo, 0s pacientes que
apresentaram doenca por o6rgdo alvo confirmada e/ou uso de ganciclovir com
melhora dos sintomas, por decisdo clinica. Sendo que a terapia antiviral foi
administrada com base no monitoramento dos pacientes quanto a infec¢do pelo

HCMV, por meio da antigenemia, do gqPCR, dos achados anatomopatologicos
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aliados a melhora dos pacientes. Ainda, foi realizada a separacdo por amostras de
pacientes que apresentavam doenca por HCMV, pelo fato dos pacientes terem
apresentado doenca em momentos diferentes no periodo da internacdo e/ou
também por terem sido internados mais de uma vez durante o periodo do estudo e
terem sido classificados com doenca por HCMV em momentos diferentes no periodo
da internacdo. Este foi um dos desafios encontrados, pois como ja citado
anteriormente, 0s pacientes apresentaram varias manifestacdes clinicas no decorrer
do periodo de internamento, aliado ao fato da ndo realizacdo da imuno-histoquimica
para HCMV, teste ndo disponivel no hospital, que poderia auxiliar no diagnostico do
HCMV com mais precisdo nestes pacientes. Deste modo encontrou-se uma
prevaléncia de doenca por HCMV, de 13,4%. Em estudo similar, de 270 pacientes
com AIDS sem suspeita de doenca por HCMV, encontrou-se 7,4% dos pacientes
com manifestacdes relacionadas ao HCMV, sendo o diagnostico realizado clinica
e/ou histologicamente (TERRA et al., 2000).

Com relacéo ao histérico de infeccao pelo HIV, sendo divididos em amostras
de pacientes classificados com e sem doenca por HCMV, no momento da coleta das
amostras, foram avaliadas, a contagem de linfécitos T CD4+, carga viral e tempo de
diagnostico do HIV. Em todas as andlises os resultados apresentaram diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos. Na contagem dos linfécitos T CD4+
0s pacientes classificados com doenca por HCMV apresentaram mediana de 17
células/mm?® (IQR 16-207) sendo que os considerados ndo doentes apresentaram
mediana de 90 células/mm?® (IQR 30-201), como ja relatado anteriormente os
pacientes incluidos no estudo foram os portadores do HIV que estiveram internados
no setor de infectologia do Hospital de Clinicas da UFPR, uma das caracteristicas do
servico é o atendimento a pacientes graves, normalmente encaminhados de
unidades basicas de salude e com abertura recente do diagndstico de AIDS, por isso
encontrou-se baixa contagem de CD4+, se 0 mesmo estudo fosse realizado com
pacientes atendidos no ambulatério do hospital, provavelmente seria observada
contagem superior, por se tratarem de pacientes em melhor estado imunolégico. Em
um estudo similar realizado com pacientes internados em UTI, onde os critérios de
incluséo foram presenca de carga viral para HCMV no plasma e AIDS, a mediana da
contagem de linfocitos T CD4+ foi 29 células/uL (IQR 5-55) assemelhando-se a
mediana encontrada nos pacientes definidos como doentes neste estudo, sendo que

todos o0s pacientes incluidos, definidos como doentes por HCMV, também,
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similarmente, apresentaram carga viral para HCMV (MAYAPHI et al., 2014). De
acordo com Crough; Khanna, 2009, a contagem de linfocitos T CD4+ inferior a 100
células/mm? é um importante fator de risco para aparecimento de doenca por HCMV
em pacientes com HIV e ainda, segundo, Terra et al., 2000, pacientes que
apresentam contagem de T CD4+ <50 células/mm® a doenca por HCMV, pode
ocorrer em 40% dos casos. Ja com relacdo a carga viral para o HIV os pacientes
classificados com doenca por HCMV apresentaram mediana de 5,15 log/mL com
diferenca aproximada de um log dos classificados como ndo doentes por HCMV. Em
um estudo realizado por Durier et al., 2013, com pacientes ambulatoriais
tailandeses, onde foi realizada a analise da presenca de DNA de HCMV, o grupo
encontrou uma carga viral para HIV de 4,9 log/mL (IQR 4,6-5,4), nos pacientes
ambulatoriais, com contagem de TCD4+ inferior a 200 células/mL, porém este valor
encontrado foi relatado em todo o grupo de pesquisa, sem relato dos valores
separando em pacientes que apresentaram presenca de DNA do HCMV dos que
nao apresentaram como foi realizado no presente estudo.

Quanto ao tempo do diagndstico do HIV, podemos verificar que os pacientes
classificados com doenca por HCMV foram aqueles que apresentaram mediana
mais baixa e com diferenca estatistica significante frente aos ndo doentes. Fato que,
também, pode ser verificado com relacdo a utilizacdo de TARV, sendo que 0s
pacientes classificados como doentes por HCMV, com exce¢do de uma, comecaram
a utilizacdo de TARV no periodo do internamento, apresentando mediana de 24 dias
(IQR 14,5-26) de utilizagdo da TARV antes do internamento e os considerados néao
doentes por HCMV apresentaram mediana de 135 dias (IQR 46-1705). Como foi
observado nesta pesquisa os pacientes classificados com doenca por HCMV, foram
agueles que néo utilizavam ou que tinham poucos dias de utilizacdo de TARV antes
da internacédo, frente os pacientes classificados sem doenca por HCMV. Esse
achado é compativel com a literatura, que relata incidéncia maior de doenca por
HCMV, antes da introducdo da TARV, sendo a deteccdo do DNA do HCMV no
sangue dos pacientes, associada com o desenvolvimento de doenga por 6rgdo-alvo
apresentando alta mortalidade. E mesmo ap0s a introducédo da TARV, a doenca por
orgao-alvo e a deteccdo de viremia pelo HCMV, continuam apresentando
importancia preditiva sendo considerada uma doenca debilitante associada a
mortalidade, mesmo quando néo relacionada com doenca por 6rgdo-alvo entre 0s
pacientes com HIV/AIDS (CROUGH; KHANNA, 2009; WOHL et al., 2009). Sendo
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assim, com este resultado, propdem-se o monitoramento da infeccdo pelo HCMV,
destes pacientes no momento da internagcédo, por se tratarem de pacientes bem
debilitados e com AIDS, onde o tratamento para da replicacdo do HCMV pode
contribuir para melhorar o estado imunolégico dos pacientes, mesmo se ele
apresentar outra doencga, pois a replicacdo do HCMV sem doenca tem sido relatada
como agravante para o aumento da ativacao da resposta imune persistente, indutora
de imunossenescéncia e envelhecimento acelerado em individuos com HIV (HUNT
et al., 2011).

Como a técnica de antigenemia € dependente do numero dos leucécitos,
sendo a leucopenia uma das limitagbes do mesmo, foi realizada a andlise da
contagem dos eritrécitos e leucécitos, com base em cada coleta dos pacientes, que
acabou ndo demonstrando diferenca estatistica entre os grupos classificados com e
sem doenca por HCMV, portanto este fator ndo parece ter contribuido para as
diferencas observadas entre as duas metodologias.

Com relacdo a positividade qualitativa nos testes diagndésticos, das 97
amostras testadas em paralelo nos dois testes, 26 amostras foram reagentes na
pesquisa do antigeno pp65 e destas 25 foram detectadas na gPCR e uma nao
detectada, sendo que este paciente foi considerado sem doencga por HCMV. Das 71
amostras ndo reagentes na antigenemia, 20 foram detectadas na gPCR e 51 nao
detectadas (FIGURA 19). Pode ser observado um numero significativo de amostras
positivas na analise da amplificacdo do gene MIE do HCMV por gPCR, o0 que é
justificado devido a maior sensibilidade da técnica, porém sua deteccdo ndo esta
relacionada com doenca ativa (BLANK et al., 2000; JAIN; DUGGAL; CHUGH, 2011).
Durante a laténcia do HCMV, a expressdo do gene MIE (UL123) é silenciada
(presumivelmente para evitar a detec¢do pelo sistema imune) acarretando na nao
producdo de descendéncia viral, quando ocorre a expressao dos genes (IE)
observa-se uma replicacao litica; a proteina pp65 é produzida de forma abundante
durante a replicacao viral, migrando para o nucleo da célula infectada, onde tem a
funcdo de impedir o reconhecimento do gene IE pelo sistema imune do hospedeiro,
além disso, estimula a replicagdo do DNA, montagem, saida da particula viral e
juntamente com a pp71 agem como imunomoduladores do gene MIE (BLANK et al.,
2000; DAMME; LOOCK, 2014; KALEJTA, 2008).

Analisando os resultados qualitativos dos dois testes, separando os

pacientes classificados como doentes e ndo doentes por HCMV, foi evidenciada
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diferenca significativa entre os grupos nas duas metodologias. Sendo, que das
amostras dos pacientes considerados doentes, 100% apresentaram presenca de
DNA viral e 76,9% presenca de pp65 (TABELA 4). Este achado demonstra que as
metodologias, como a pesquisa do antigeno pp65 e deteccdo por gPCR, podem ser
utilizadas no monitoramento e deteccdo da infec¢cdo pelo HCMV, porém apesar da
diferenga entre os grupos, o resultado quantitativo pode otimizar o diagnéstico da
infeccdo, uma vez que pacientes classificados sem doenca por HCMV também
apresentaram testes positivos. E também necessario resaltar que a deteccdo do
DNA viral ndo caracteriza doenca ativa por HCMV, sendo necesséria a sua
avaliacao quantitativa (CROUGH; KHANNA, 2009).

Com os dados quantitativos foi possivel verificar que os resultados da
antigenemia apresentados pelos pacientes classificados com doenca por HCMV,
variavam de uma a 66 células positivas/200.000 leucocitos com média de 55 e
deteccdo do DNA do HCMV com média de 3,9 log/mL, ja os classificados como nao
doentes por HCMV, ndo apresentaram variacdo e a média encontrada foi 2,3 na
pesquisa de antigeno e média de deteccao viral de 1,1 log/mL. Com estes valores,
foi também, assim como nos dados qualitativos, possivel evidenciar diferenca
significativa entre os grupos. Segundo Chevret et al. 1999, a quantificacédo
antigénica do HCMV, no sangue, pode identificar pacientes com HIV com alto risco
de desenvolvimento de doenca por HCMV.

Para a avaliacdo do desempenho dos testes diagndsticos, foram calculados
os valores de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP) e negativo
(VPN) e likelihood ratio (LR). Com relacdo a antigenemia o teste apresentou valores
de especificidade e sensibilidade similares 80% e 77% respectivamente, ja o gPCR
apresentou alta sensibilidade (100%), porém a antigenemia apresentou maior valor
preditivo positivo e de likelihood ratio com relagdo ao gPCR. Em um estudo similar
foi encontrada maior sensibilidade na detec¢cdo do DNA do HCMV e valores maiores
de especificidade, VPP e LR na pesquisa de antigeno (BLANK et al., 2000). Porém,
cabe a ressalva, de que valores preditivos positivos e negativos, sofrem diferenca
com relacdo a prevaléncia da doenca na populacédo avaliada, de acordo com esta
informacédo foi avaliado o desempenho destes testes considerando prevaléncias
variando de 2 a 15%. Ainda assim, foi possivel verificar um VPP maior na pesquisa
do antigeno (de 7 a 41%) em relagéo a pesquisa do DNA do HCMV (de 5 a 31%)),
com relagcdo ao VPN ambos obtiveram valores similares, de 99 a 95% e 100%,
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respectivamente, sendo que, em relagdo a pesquisa do antigeno, foi observado um
decaimento do valor de VPN com o aumento da prevaléncia.

Com relacdo a concordancia dos resultados qualitativos dos testes
diagnosticos, verificou-se uma diferenca significativa entre as técnicas que foram
positivas nas duas metodologias em comparacao aquelas negativas. Mostrando boa
similaridade qualitativa entre os dois testes, sendo observado um maior numero de
amostras positivas na qPCR. Com relacdo ao indice kappa a concordancia
encontrada foi moderada em relacdo aos dois testes diagnoésticos.

Com relacdo a comparagdo entre os resultados quantitativos de ambos os
testes, observou-se que, em geral, pacientes com antigenemia reagente
apresentaram maiores cargas virais, sendo que a chance desta correlacao entre 0s
testes ter ocorrido ao acaso € pequena. Essa diferenca foi estatisticamente
significativa e permitiu a procura de um valor de corte para a carga viral e para a
antigenemia.

Como ja constatado o diagndéstico precoce da infeccdo pelo HCMV, pode
otimizar a terapia preemptiva dos pacientes e, € de consenso dos clinicos, que
devem ser estabelecidos os valores-limites para o inicio do tratamento, e estes
estudos devem ser realizados de acordo com as caracteristicas clinicas de grupos
especificos de pacientes, ou seja, valores diferentes dependendo da doenca de
base deste paciente.

Apesar da carga viral sistémica do HCMV ter sido relatada apresentar alta
sensibilidade, ocorrer mais cedo do que a antigenemia e poder prever o diagndstico
precoce da infec¢cdo por HCMV (CHEVRET et al., 1999; MAYAPHI et al., 2014), a
antigenemia tem sido o teste de rotina utilizado neste hospital para pacientes
transplantados, sendo que valores de corte ja foram descritos para estes pacientes,
com relacdo as duas metodologias em estudos prévios (BREDA et al., 2013). A
substituicdo de uma metodologia por outra ainda impacta em diversos fatores, entre
estes a aceitabilidade do clinico ao resultado do teste molecular, custos,
disponibilidade de infraestrutura adequada, além de pessoal treinado e da
necessidade de validacdo dos valores de corte para o grupo especifico de pacientes
(BREDA et al., 2013; FARFAN et al., 2011; MAYAPHI et al., 2014).

Considerando como critérios de presenca de doenca aqueles pacientes que
apresentaram comprometimento em oOrgdo alvo e/ou uso de ganciclovir, foram

construidas curvas ROC para a antigenemia e o gPCR. Baseada na area da curva



77

7

(0,82) foi possivel verificar que a antigenemia € um teste confidvel para
determinacdo de doenca por HCMV em pacientes portadores do HIV. O ponto de
corte apresentado foi de 1,5 células/200.000 leucdcitos, sendo que valores acima
deste ponto sdo preditores de doenca por HCMV, indicando que 0s pacientes
necessitam de terapia preventiva. Quando realizou-se a andlise dos valores de
antigenemia encontrados nos grupos classificados com e sem doenga por HCMV,
verificou-se uma maior sensibilidade e especificidade do teste sendo considerado
este ponto de corte. O ajuste do ponto de corte da qPCR foi de 3,715 log/mL com
area abaixo da curva de 0,7. Quando foram comparados os valores de qPCR,
considerando o ponto de corte demonstrado pela curva ROC, em relacdo aos grupos
classificados com e sem doenca por HCMV, verificou-se uma diferenca significativa.
Porém, ao contrario do que pode ser evidenciado na antigenemia, se for aplicado
este ponto de corte, obtém-se valores mais baixos de especificidade e sensibilidade.
Desta forma, o valor de corte obtido a partir dos resultados do teste molecular teve
maior correlacdo com risco para desenvolvimento de doenca por CMV. Porém, vale
ressaltar que os valores observados deveriam ser validados com analise de um
namero maior de amostras, pois nao foi possivel relacionar o resultado do valor de
corte para antigenemia com a evolugéo clinica dos pacientes. Os valores obtidos na
avaliacdo do desempenho dos testes diagnésticos (sensibilidade, especificidade,
VPP, VPN e LR) também deverdo ser validados com uma amostragem maior de
pacientes, além disso, é necessario uma discussdo mais ampla sobre os critérios
para classificagcdo da presenca ou auséncia de doenca, onde considerar apenas a
deteccdo do virus no 6rgdo alvo limita de forma substancial a comprovacdo da
doenca, principalmente considerando a ampla gama de manifestacfes clinicas da
doenca for HCMV no paciente com HIV, que pode acometer locais de dificil
avaliacdo por bidpsia, com a retina e o sistema nervoso central, entre outros.

Mesmo assim, as areas apresentadas sob as curvas demonstraram, que a
utilizacdo dos testes antigenemia e gPCR para o diagnéstico do HCMV,
apresentaram diferenca estatisticamente significativa, demonstrando que ha uma
correlacdo entre o resultado do teste e a probabilidade de doenca. E ainda,
comparando ambas e suas respectivas areas abaixo da curva, pode-se afirmar que
a antigenemia apresenta maior acuracia do que a qPCR para deteccgdo de pacientes
com doenca por HCMV. No entanto, quando consideramos somente amostras

positivas nos dois testes e plotamos uma curva para comparacao dos dois testes, as
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areas abaixo da curva apresentadas, foram similares. Nesta avaliagdo, pode ser
observado que estas metodologias podem ser utilizadas como complementares,
optando-se por realizar uma ou outra técnica de acordo com as caracteristicas do
paciente. Por exemplo, em pacientes com leucopenia, ocorre o aumento de
sensibilidade do qPCR em relacdo a antigenemia.

Ainda com relacdo ao ponto de corte do qPCR, que sugere que valores
iguais ou superiores 3, 715 log/mL (em torno de 5.000 copias/mL) € sugestivo de
doenca por HCMV em pacientes com HIV. Mayaphi et al., 2014, sugere que valores
de carga viral de 1.000 cépias/mL (3 log/mL) pode ser apropriado para o inicio do
tratamento pré-emptivo em pacientes com HIV/AIDS em UTI. Ja Mizushima et al.
2013, sugere que em pacientes que apresentam carga viral de HCMV de 5.000
copias/mL (3,69 log/mL) com utilizacdo de terapia preemptiva ajuda a impedir o
aparecimento de doenca por 6rgdo alvo em pacientes com imunossupressao
avancada pelo HIV. Deve-se ressaltar que tais valores devem ser validados para a
populacdo em estudo.

A infeccdo pelo CMV humano, como ja destacado, representa uma
importante complicagdo em pacientes com AIDS e a utilizagdo de métodos para
identificar os pacientes com risco de desenvolvimento de doenca por HCMV ainda é
um desafio na pratica clinica (CHEVRET et al., 1999; FOCA et al., 2012; HUNT et
al.,, 2011; BLANK et al., 2000). Para identificar esses pacientes, como demonstrado
anteriormente, a pesquisa do antigeno e do DNA do virus, tem sido consideradas
metodologias valiosas para determinacao de terapia preemptiva. Porém, apesar dos
beneficios do tratamento preemptivo ja ser descrito em pacientes transplantados, ele
geralmente ndo € recomendado para pacientes com HIV, por conta do custo,
davidas sobre o beneficio, risco do desenvolvimento de resisténcia e mesmo a falta
de comprovacdo do aumento da sobrevida (MIZUSHIMA et al. 2013). Porém mais
recentemente, alguns estudos demonstraram que a utilizacdo de Vanganciclovir em
pacientes HIV+ tem sido associada com a reducao da hiperativacao das células T,
ocasionada pela replicagdo do HCMV, que pode levar a imunossenescéncia e
recuperacao imunitaria incompleta, desta maneira a utilizacdo do antiviral facilitaria a
recuperacdo imune dos pacientes, uma vez que 0S mesmos apresentam
imunossupresséo grave (DURIER et al., 2013; FOCA et al., 2012).

Foi também realizada a andlise com divisdo das amostras de acordo com 0s

resultados nos testes e grupos com ou sem doenca por HCMV, definida pelos
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critérios ja apresentados. Esta divisdo foi realizada com o objetivo de compreender
as diferencas entres os pacientes que apresentaram doenca por HCMV dos que nao
apresentaram e evidenciar as caracteristicas dos mesmos dentro dos grupos.

Os dois primeiros grupos foram os mais representativos em numero de
amostras, sendo que os pacientes destes grupos foram classificados como sem
doenca por HCMV e ndo apresentavam células positivas na antigenemia, porém no
segundo grupo encontramos amostras com deteccdo do DNA viral, com média de
carga viral de 2,56 log/mL, este grupo foi considerado assintomatico. Em
contrapartida o proximo grupo, onde foram incluidas amostras de pacientes
classificados com doenca por HCMV, apresentou antigenemia ndo reagente e
amostras detectadas na gPCR, com 3,31 log/mL de carga viral, ndo sendo, portanto,
compativel com o valor de corte proposto por este estudo. No entanto, duas das
amostras coletadas, foram de um paciente que apresentava baixa contagem no
namero de leucécitos e como o ensaio de antigenemia é dependente do nimero de
leucdcitos este pode ter sido o fator limitante para este ensaio apresentar
positividade. O diagnostico do HCMV foi constatado apos o Obito do paciente, que
também apresentava meningite criptococica. Este mesmo paciente havia sido
internado anteriormente e a primeira amostra ndo apresentou positividade em
nenhum dos testes, como ele era um paciente com imunossupressao grave,
suspeitou-se que a investigacao com utilizacdo de ambos os testes e a utilizacéo de
antiviral para HCMV poderia ter auxiliado na recuperacdo imunoldgica do paciente
como descrito na literatura (DURIER et al., 2013). A outra amostra foi incluida neste
grupo pelo fato da paciente ter apresentado possivel reativacdo do HCMV. Esta foi
uma das limitagdes do estudo, como os pacientes foram internados mais de uma vez
durante o periodo e com diagnésticos diferentes eles foram incluidos em grupos
diferentes de acordo com os sintomas e testes diagnosticos. Para eliminar este viés
sugerimos uma ampliacdo da coorte e também a inclusdo das amostras dos
pacientes somente uma vez durante o estudo, porém como se tratou de uma
amostragem de conveniéncia néao foi realizada a exclusdo destas amostras.

Apesar das amostras incluidas no grupo quatro apresentarem carga viral de
3,75 log/mL e antigenemia com resultado de nove células em 200.000 leucécitos,
estes pacientes apresentaram somente reativacdo sem evidéncia de doenga pelo
HCMV, de acordo com os critérios utilizados na pesquisa. Como os valores dos

testes, ficaram acima do valor de corte encontrado, para definicdo de doenca por
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HCMV, neste estudo, sugerimos um novo estudo com intervencdo medicamentosa,
para testar estes valores de corte, sendo possivel entdo, a melhor avaliagdo das
amostras deste grupo.

No grupo cinco, foram incluidos pacientes com doenca por HCMV, que
apresentaram amostras com média de 27 células reagentes em 200.000 leucdcitos e
média de carga viral de 4,12 log/mL. Neste grupo dois pacientes apresentaram alta
contagem de células na antigenemia e apesar de ndo apresentarem doenca por
orgao-alvo, apos a utilizacdo do ganciclovir por 14 dias ambos obtiveram melhora
clinica significativa. Estes dados reforcam a utilizacdo da terapia preemptiva a fim de
evitar a morbidade e mortalidade dos pacientes.

Outra paciente com amostras incluidas neste grupo apresentou HCMV
pulmonar e evolucdo para retinite. Sendo que, a paciente ndo apresentava nenhuma
demonstracdo clinica da doenca, a contagem de linfécitos T CD4+ durante a
internacdo se manteve em 322 células/mm?, carga viral para HIV 3,89 log/mL sendo
a mais baixa encontrada no grupo e o tempo de diagndstico do HIV em dias o mais
alto, com utilizacdo de TARV prévia de 12 dias, ela apresentou células reagentes na
antigenemia e carga viral acima de 3,9 log/mL o que levou a deciséo de realizar a
pesquisa do HCMV, pois a mesma estava em bom estado imunolégico. O
diagndstico foi confirmado pela bidpsia pulmonar, onde foi possivel encontrar células
com inclusdo citomegalica, ap6s este achado também foi possivel verificar a retinite
por HCMV, sem queixa da paciente. Este fato € contrario ao relatado na literatura,
gue sugere, que 0s casos mais graves de doenca por HCMV sédo associados a
pacientes com AIDS, ocorrendo geralmente quando a contagem de linfocitos T
CD4+ é inferior a 100 células/ul (BLANK et al., 2000; CROUGH; KHANNA, 2009;
HO, 2008). Reforcando a importancia de se realizar a investigacdo do HCMV em
pacientes com infecgao pelo HIV.

O outro paciente incluido neste grupo apresentou somente uma célula
positiva ha pesquisa do antigeno pp65, com carga viral de 3,72 log/mL, porém, como
0 paciente apresentava necrose de retina, o diagnostico do HCMV, foi a hip6tese
principal. A ultima amostra deste grupo foi de um paciente com doenca neurologica
pelo HIV e mesmo nédo apresentando doenca por 6rgao alvo, mas com carga viral
para HCMV elevada, foi considerado com doenca por HCMV e apresentou melhora
clinica apo6s o tratamento com ganciclovir.

No ultimo grupo foi incluida uma amostra com uma célula reagente na
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antigenemia e carga viral ndo detectada. Apesar de a qPCR ser altamente sensivel,
esta diferenca pode ser explicada por alguma falha técnica na realizagdo do ensaio
ou mesmo pela diferenca na deteccéo precoce do virus pela antigenemia.

Comparando os dados de contagem de linfécitos T CD4+, carga viral para o
HIV e HCMV, tempo do diagndstico do HIV em dias, eritrocitos, leucocitos e
antigenemia para HCMV, somente este Ultimo apresentou diferenca estatistica
significante entre os grupos. Assim como demonstrado na divisdo dos pacientes
classificados com e sem doenca por HCMV.

Pacientes classificados como doentes por HCMV tiveram um tempo de
internamento significativamente maior do que os ndo doentes. Porém, com relagéo
aos Obitos, dois pacientes (2/62, 3,2%) classificados como sem doenca por HCMV e
um (1/6, 16,7%) classificado com doenca por HCMV evoluiram para 6bito no periodo
da internacdo. Para o calculo do valor de p foi utilizado o teste logrank, que
demonstrou valores de p = 0,565, desta maneira a diferenca de sobrevida ndo pode
ser atribuida a doenca por HCMV, este resultado foi similar ao encontrado depois de
passado seis meses apdés a internacdo, com p= 0,411. Entre os pacientes
classificados sem doenca por HCMV, cinco (5/60, 8,3%) e dos doentes um (1/5,
20%) foram a Obito apods a internacdo. Este achado € semelhante ao de Mizushima
et al., 2013, que ndo demonstrou diferenca significativa na taxa de mortalidade entre
0S grupos com e sem terapia antiviral. Apesar de ndo haver comprovacdo do
aumento da sobrevida dos pacientes, com a utilizacdo de antiviral para HCMV,
estudos de pacientes portadores do HIV, mostraram a relagédo entre a viremia do
HCMV e maior mortalidade (DURIER et al., 2013; FIELDING et al., 2013).

Com relacéo aos 6bitos, somente um paciente (15) foi relatado com 6bito por
meningite criptococica e HCMV, sendo que a constatacdo de doenca por
citomegalovirus ocorreu apés a morte. Em um estudo de analise da mortalidade de
pacientes com HIV e utilizacdo de TARV, embora o HCMV néo tenha sido relatado
como causa da morte dos pacientes ele foi associado com o aumento da intensidade
da imunossupresséo, sendo que autores relatam que talvez fosse subestimada a
contribuicdo desta infec¢do para o Obito, pois com frequéncia do reconhecimento da
doenca ocorre pés-morte (DURIER et al., 2013).

N&o existe um teste padrdo-ouro para diagnéstico da infeccdo ativa por
HCMV em pacientes com HIV/AIDS. Apesar da antigenemia ser um teste popular no

monitoramento do HCMV, apresenta algumas limitacbes, como a menor
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sensibilidade em pacientes leucopénicos e a dificuldade de execucgédo técnica. J4 a
PCR apesar de apresentar sensibilidade elevada, ndo é um preditor de doenca.
Sendo assim € necessario que cada servico determine os valores de corte preditores
de doenca por HCMV em pacientes com HIV, pois mesmo apdés a TARYV, a
reativacdo da infeccao pelo HCMV é frequente nesta populagéo, o qual pode estar
associado com uma acentuagcado da imunossupressao do paciente. Neste estudo 0s
resultados indicam que tanto a antigenemia como o gPCR sdo Uteis para a
identificacdo dos pacientes com risco para desenvolvimento de doenca por HCMV
ao longo do tempo. Sendo encontrado nimero de amostras positivas no gPCR maior
do que na antigenemia, apesar da discrepancia observada na comparacao entre as
metodologias, com a utilizacdo dos resultados quantitativos bem como os dois testes
em paralelo, a doenca por HCMV pode ser identificada com maior precisdo nos
pacientes com HIV/AIDS internados sendo util para definir a introdugcéo de terapia
especifica para o citomegalovirus humano, assim como discutir a relevancia que a

terapia preemptiva pode ter nestes pacientes.
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6 CONCLUSOES

Na avaliacdo do desempenho da antigenemia foram encontrados valores de
sensibilidade de 77% (IC95% 45 a 93%) e especificidade de 80% (IC95% 70 a 88%),
com alto valor preditivo negativo (95% IC95% 87 a 98%) e na avaliacdo da qPCR
sensibilidade de 100% (IC95% 71 a 100%), especificidade de 61,9% (1C95% 50 a
72%) e também, alto valor preditivo negativo 100% (IC95% 91 a 100%).

Os testes apresentaram concordancia qualitativa e correlacdo entre os
resultados quantitativos da gPCR e antigenemia moderadas. Com base nestes
resultados foi possivel definir um ponto de corte da antigenemia de 1,5 células
positivas em 200.000 leucdcitos e na qPCR de 3,715 log/mL, como definicdo de
doenca por HCMV em pacientes com HIV/AIDS internados no setor de infectologia
do HC/UFPR, sendo necessaria a validagcdo destes valores.

No presente estudo observou-se uma frequéncia de doenga por HCMV em
13% dos pacientes, 0s quais eram em sua maioria adultos jovens e sem prevaléncia
de género apresentavam mediana de contagem de T CD4+, tempo de diagndstico e
de utilizacdo de TARV para HIV em dias menor em relagdo aos ndo doentes por
HCMYV e carga viral para HIV mais elevada.

Os dados qualitativos e quantitativos da antigenemia e da qPCR constatam
uma diferenca significante entre os resultados dos pacientes classificados como
doentes dos ndo doentes por HCMV. Das 13 amostras, coletadas dos pacientes
doentes, somente trés apresentaram amostras ndo reagentes na antigenemia com
média de 55 (+117) células reagentes/200.000 e todas foram detectadas na gPCR
com média de 3,9 (+0,8) log/mL.

Com relacdo a sobrevida na internacdo e apds seis meses da alta néo foi
observada diferenca entre os grupos classificados como doentes e nao doentes por
HCMV.
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APENDICES

APENDICE 1 — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Infeccdo por citomegalovirus em pacientes HIV positivos internados no Hospital de Clinicas da
Universidade Pederal do Parana: Diagnéstico e monitoramento
Investigador principal: Sonia Mara Raboni
Objetivos:
Vocé estd sendo convidado a participar de uma pesquisa. Sua participacdo neste trabalho é
voluntaria. Isto significa que vocé pode se recusar a participar dele, ou deixar de fazer parte dele a
qualgquer momento. Se vocé desejar participar desta pesquisa pediremos que assine duas vias deste
documento, uma delas ficard em nossos arquivos e outra com voceé.
Introduc&o/Objetivos:
Na populacdo em geral, a infeccdo pelo Citomegalovirus (CMV) € comum e caracterizada por uma
infeccdo sem sintomas. Nos pacientes portadores do virus HIV, o CMV é uma das doencgas
oportunistas mais comuns, apresentando manifestagfes, oculares, pulmonares, gastrointestinais e
neurolégicas. Vocé foi chamado para participar deste estudo, que consiste em detectar a infec¢cdo
pelo citomegalovirus por dois métodos diferentes: a antigenemia e a reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real (QPCR), ambos realizados no sangue. O resultado destes testes, que
constam do protocolo da pesquisa aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa, sera transmitido a
vocé. Também daremos informacdes sobre se vocé deve ou ndo se tratar, e se vocé quiser se tratar,
nos responsabilizaremos pelo tratamento e 0 acompanhamento do tratamento.
Métodos:
Sera realizada a coleta de cerca 5 ml de sangue que sera retirado de sua veia com seringas plasticas
e agulhas descartaveis. Este material j4 sera coletado durante seu atendimento por solicitacdo do
meédico que esta te atendendo para a realizacdo do teste antigenemia para citomegalovirus, nés
iremos utilizar uma parte deste sangue. Nao serd necessario uma nova coleta de sangue. Além disso,
nos pediremos que vocé responda a algumas perguntas. Dependendo dos resultados dos exames,
poderemos solicitar que os repita.
Riscos e desconfortos:
A coleta da amostra de sangue por meio de pung¢éo venosa, na maioria dos casos ndo é verificada
intercorréncias devido ao procedimento. Porém, podem ocorrer inchago, vermelhidao e dor local,
resultantes do extravasamento de sangue para o tecido abaixo da pele, que pode ser diminuido
mantendo pressao firme no local apos a realizacdo da coleta.
Beneficios potenciais:
Sua participacdo nesta pesquisa pode nos ajudar a determinar a importéancia dos testes de laboratério
para o diagndstico e acompanhamento de pacientes com HIV e infeccdo pelo citomegalovirus. A

partir destes resultados, também poderemos propor a implantacdo de medidas de tratamento mais
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cedo desta doenga, melhorando a sobrevida dos pacientes.
Custos e/ou pagamento por participar do estudo:
N&o ha custos para vocé participar do estudo. Vocé também néo recebera nada por participar.
Confidencialidade (privacidade dos dados):
Seus dados poderdo ser revistos por mais de 15 anos pela equipe envolvida no estudo, apenas com
0 objetivo de recuperar informacdes relativas a pesquisa. Os resultados do estudo serdo publicados,
mas seu nome nao sera revelado em nenhuma publicacdo. As amostras coletadas serdo destruidas
apos o final do estudo. Todas as informagdes séo confidenciais.
Participacdo voluntaria:
Sua participacdo neste estudo é voluntaria. Se vocé ndo quiser participar, ndo havera nenhum
prejuizo para o0 seu tratamento ou acompanhamento médico. Vocé também podera se recusar a
responder algumas perguntas, e podera desistir de participar a qualguer momento do estudo, sem
nenhum prejuizo.
Pessoas que podem ser contatadas:
Se vocé tiver qualquer duvida a respeito desta pesquisa pode contatar a Dra. Sonia Mara Raboni
pelo telefone 3360-1800, ramal 6171 ou a Bidloga Suzana Carstensen no telefone 3360-7974.
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
1. Eu compreendi que este é um trabalho de pesquisa.
2. Eu li todas as paginas deste termo de consentimento. A equipe envolvida na pesquisa me deu
todas as informacdes a respeito dos procedimentos do trabalho. Tive a oportunidade de fazer
perguntas, e minhas perguntas foram respondidas de forma satisfatéria. Foi-me dado tempo
suficiente para considerar com atencao as informacgdes recebidas e decidir participar ou ndo do
estudo.
3. Fui devidamente informado que minha participacdo neste estudo € inteiramente voluntaria e que eu
posso me recusar a participar ou desistir do estudo a qualguer momento, sem qualquer tipo de
prejuizo
4. Eu autorizo que meus dados sejam revelados a equipe envolvida na pesquisa e ao comité de ética
responsavel pela aprovacdo deste projeto, apenas para finalidades relativas ao estudo. Esta
autorizacdo é valida por um periodo de 15 anos.
5. Eu compreendi que vou receber um a cOpia deste termo para guardar comigo depois de assinada.
6. Minha assinatura abaixo indica que, por minha escolha, concordo em participar deste estudo.
Participante:
Ctba,

(Assinatura) (Nome)

Pesquisador:

Ctba,

(Assinatura) (Nome)

Pesquisador responsavel pela solicitagdo do TCLE: Suzana Carstensen
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APENDICE 2 - QUESTIONARIO UTILIZADO NA PESQUISA

| — IDENTIFICACAO:

Local: Data:
Nome: Sexo: ()M ()F
Registro:

Local de residéncia:

Procedéncia:

Data de nascimento: | | |-l | Il | | | |

Raca: ()Branca ( )Parda ( )Negra ( )Amarela ( )Indigena ( )Sem informacao
Escolaridade: ()Nenhuma ()1 a 3 anos ()4 a7 anos ()8 a 11 anos ( )212 anos

()Sem informacao

Il - TIPO DE EXPOSICAO HIV:
Uso de Droga: ( )N&o
()Sim Qual:

()EV ()Inalacéo ( )Outra

()Sem informacao

Atividade Sexual: ()Sexo com homens
()Sexo com mulheres
()Sexo com homens e mulheres
()NUumero de parceiros: () 1a2/ano ( ) 2 a 5/ano () > 5/ano
()Sem informacéo
Transfusédo Sanguinea: ( )Nao
()Sim Quando: |__|__ |- |||
()Sem informacéo

1 — DADOS DO HIV
Data do diagnésticodo HIV: |_ | |- |- || ||

Classificacéo do CDC:
Linfocito T CD4+ nadir:
Linfocito T CD4+ atual:
Carga viral HIV atual:

Antirretroviral em uso:

Hemograma atual:

Manifestacao clinica:

Febre:




Alterag&o pulmonar:
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Alteragéo Gl:

Alteracéo hepética:

Alteracéo neurologica:

Diagnostico atual:

IV — INVESTIGACAO DE CMV
Anti-CMV: ()Positivo ( )Negativo ( )Sem informacéo ( )N&o realizado

Data: __|_ M|l _|_]_1()Sem informacédo

Antigenemia para CMV: ( )Positivo ( )Negativo ( )Sem informacéo ( )N&o realizado
Data: |__|__ ||| -l__|__|__|_|

PCR qualitativo CMV: (')Positivo ( )Negativo ( )Sem informagéao ( )N&o realizado
Data: |__|__ ||| |-__|__|__|_|

V — INVESTIGACAO DE HIV
Anti-HIV triagem: ( )Positivo ( )Negativo ( )Sem informacgé&o ( )N&o realizado

Data: |__|_[-|__|__|-|__|__|__|_|
Anti-HIV confirmatorio: ()Positivo ( )Negativo ( )Sem informagé&o ( )N&o realizado
Data: |__|_[-|__|__|-|__|__|__|_|

CD4 nadir (+ baixo): células/ml Data: |__ | |- ||| |||
Ultimo CD4: células/ml Data: |__|_ |- |- |_|_|
Carga viral nadir (+baixa apés iniciotto): _~ copias/ml log

Data: |__|__ ||| |-_|__| ||

Ultima carga viral: copias/ml log.

Data: |__ ||| |__|-l__|__ |||

Subtipo de HIV:
Tratamento antirretroviral:

()Na&o ()Sim Data: |__|__|-__|__|-__|_|_|_|

Terapia antirretroviral atual:

()AZT (Zidovudina) ()3TC (lamivudina) ()AZT+3TC (Biovir)

()DAT (Estavudina) ()DDI (Didanosina) ( )ABV (Abacavir) ()TFV (Tenofovir)
()FTC (entricitabina) () RTV (Ritonavir) () LPV/RTV (Lopinavir/Ritonavir)
()ATV (Atazanavir) ()APV (Amprenavir) ( )JFAPV (Fosamprenavir)

()DRV (Darunavir) ()TPV (Tipranavir) EFV (Efavirenz) ( )NVP (Nevirapina)
() DLV (Delavirdina) () T20 (Inibidor de Fusao/Enfuvirtida)

()Ral (Raltegravir/Inibidor da Integrase) ( )CCRS5 (Inibidor receptor/Maraviroc)




VI - TRATAMENTO DE CMV

Data inicio: |__|__|-|__|__|-|__|__[__|__|

Droga: ( ) Ganciclovir
() Vanciclovir
( ) Foscarnet
() Cidofovir

() Outro. Qual:

Resposta ao tratamento CMV
() Nao ( ) Sim
Ultima PCR quantitativa Data: |__|__|-__|__|-|__|__|__|__| Valor:




APENDICE 3 — DIAGNOSTICO DOS PACIENTES INCLUIDOS NO ESTUDO NO

MOMENTO DA ALTA

Obito Diagnéstico do paciente
1 N&o Sindrome de Zollinger Ellison e doenca gastrica
por HCMV
Nao Sindrome inflamatéria da reconstituicdo imune
Nao Infecgdo por Micobactéria atipica
4 N&o Tuberculose miliar e sindrome inflamatoéria da
reconstitui¢éo imune
Sim Meningite criptococica
6 N&o Pneumocistose
7 Sim Candidiase oral, caquexia e insuficiéncia
respiratoria aguda
8 N&o Linfoma
N&o Neurotoxoplasmose
10 N&o Ulcera esofagica e histoplasmose
11 N&o Tuberculose pulmonar
12 N&o Pangastrite enantematosa
13 Nao Meningite linfocitaria, neurosifilis e doenca de
Parkinson
14 N&o Pneumocistose
15 Sim Meningite criptocdcica e infec¢do por HCMV
16 . Doenca policistica renal e hepatica, anemia e
dermatite de face
17 Niio Parpura trombocitopénica idiopéatica secundéria ao
HIV
18 Nao Meningite criptococica
19 Nao Neurotoxoplasmose e candidiase oral
20 Nao Candidiase oral e tricomoniase vaginal
21 N&o Neurotoxoplasmose
22 N&o Encefalite herpética e varicela zoster
23 N&o Sifilis e tuberculose pleural
24 Nao Neurotoxoplasmose e candidiase
25 N&o Pielonefrite
26 N&o Sifilis latente e neurotoxoplasmose
27 N&o Infecgdo por HCMV assintomatica
28 N&o Cefaleia persistente

Continua
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29

30
31
32
33
34
35
36

37
38
39
40
41

42
43
44

45
46
47
48

49
50
51
52
53
54
55
56
57
58

59
60

Continuacao
Sifilis secundaria, pneumonia e vaginose
bacteriana
Candidiase esofafica e sarcoma de Kaposi
Neurotoxoplasmose
Leucoencefalopatia multifocal progressiva
Pancreatite cronica
Infecg&o pulmonar por HCMV e retinite
Gastroenterite
Neurotoxoplasmose, candidiase esofagica e
herpes simples
Enteropatia pelo HIV
Pneumocistose e sifilis latente
Hepatite toxica
Tuberculose
Retinite por HCMV com evolucao para necrose de
retina
Hepatite B e sifilis latente
Lesdo de gengiva por herpes simples
Candidiase oral, tuberculose, lesdes herpéticas e
linfoma de Hodgkin
Encefalopatia pelo HIV e tuberculose
Encefalopatia pelo HIV
Tuberculose miliar
Neurocriptocose e sindrome inflamatéria da
reconstituicdo imune
Diarreia sem causa conhecida da etiologia
Cistite e hepatoesplenomegalia
Neurocisticercose e candidiase oral
Deméncia pelo HIV
Supressdo medular pelo HIV
Ulcera intestinal
Desmielinizacdo pelo HIV
Neuropatia pelo HIV e reativagdo do HCMV
Candidiase e neurotoxoplasmose
Neurotoxoplasmose, condilomatose perineal,
perivaginal e anal
LesBGes mucocutaneas por herpes simples
Meningite linfocitaria

Continua
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61
62
63
64
65
66
67
68

Continuacao
Doenca pulmonar obstrutiva crénica
Pneumocistose e giardiase
Candidiase esofagica
Neurotoxoplasmose e traqueobronquite infecciosa
Neurocriptocose e hepatite B crénica
Infeccéo respiratoria e sequela de tuberculose
Sifilis

Tromboembolismo pulmonar
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ANEXOS

ANEXO 1 - APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO HC-UFPR

# .
HOSPITAL DE CLINICAS DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO “GR8ras
0 PARANA - HCUFFR

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETD DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: |NFE'|:'|;.5|.':| FOR CITDMEGALDU[BUS EM PACIENTES HIV POSITIVOS
INTERMADOS NO HOSFITAL DE CLINICAS DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO
PARAMA- Diagndstico & monitoramento

Pesquisador: Sonia Mara Raboni

Area Temética: Area 0. A critério do CEP.

Versdo: 2

CAAE: 07283012.6.0000.0086

Instituigio Proponente: Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana

DADODS DO PARECER

Nomero do Parecer: 127.108
Data da Relatoria: 08102012

Apresentagio do Projeto:

Confoarme ja relatado no Parecer CEP n® 108,120 de 25/08/2012.

Objetive da Pesquisa:

Conforme ja relatado no Parecer CEP n® 102,120 de 25/0852012.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Confoarme ja relatado no Parecer CEP n® 108,120 de 25/08/2012.

Comentarios & Consideragbes sobre a Pesquisa:

Conforme ja relatado no Parecer CEP n® 102,120 de 25/0852012.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:

Conforme ja relatado no Parecer CEP n® 108,120 de 25/08/2012.

Recomendagies:

E obrigatorio trazer ac CEP/HC uma copia do Termo de Consentimento Livre & Esclarecido que foi
aprovado, para assinatura e rubrica. Apos, xerocar este TCLE em duas vias, uma ficara com o pesquisador

& uma para o participante da pesquisa.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagtes:
O Pesquisador anexocu os documentos solicitados, pendéncia atendida, pojeto pode ser considerado
aprovado.

Endersgo.  Fua Gal. Camelno, 131
Balmo: Ao da Glora CEP: 30.060-300

UF: PR Municiplo:  CURITIEA

Tedalone:  [41)33E0-1041 Fap: [41)3360-1041 E-mall: cenghe ufpror
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HOSPITAL DE CLINICAS DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO W
PARANA - HCUFPR

CEFHCUFPR

Situagio do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagio da CONEP:

Mao

Consideragoes Finais a criteric do CEP:

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do HC-UFPR, de acordo com as
atribuictes definidas na Resolugio CHNS 198/98, manifesta-se pela aprovagdo do projeto conforme proposto
para inicio da Pesguisa. Solicitamos gue sejam apresentados a este CEF, relatdrios semestrais sobre o
andamento da pesquisa, bem como informagdes relativas s modificagdes do protocolo, cancelamento,
encerramento & destine dos conhecimentos obtidos.

E obrigatério trazer aoc CEF/HC uma copia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido que foi
aprovado, para assinatura e rubrica. Apés, xerocar este TCLE em duas vias, uma ficara com o pesquisador

£ uma para o participante da pesquisa.

CURITIBA, 21 de Outubro de 2012

Assinador por:
Renato Tambara Filho
(Coordenador)
Endersgo:  Rua Gal. Cameing, 181
Balme: Alto da Glora CEP: 30.060-300

UF: PR Munlciplo:  CURITIBA
Tedstone:  [41)3360-1041 Fax: [41)3360-1041 E-mall: cendihcufpror
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