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Resumo

Nos tdltimos tempos a reactivacdo do Cytomegalovirus (CMV) tem sido considerada um
factor de agravamento nos doentes diagnosticados com sépsis das Unidades de

Cuidados Intensivos (UCI).

Na presente investigacdo foram estudados 22 doentes diagnosticado com sépsis da UCI
do Hospital da Luz, tendo a reactivagao ocorrido em 8 (36,3%) dos doentes. A deteccao
do ADN do CMV foi realizada por duas técnicas de PCR em tempo real, uma in house e
uma comercial (CMV HHV®6,7,8 R—geneTM, bioMérieux), estando presente entre ambas
as técnicas uma correlagdo positiva e significativa. Nao foram encontradas relacdes
entre a reactivacdo do CMV e o sexo (p=1), idade (p=0,330), tempo de permanéncia na
UCI (p=0,973), duracdo da ventilacio mecanica (p=0,681) e morte do doente (p=1).
Contudo, os doentes com reactivacio do CMV apresentaram um maior tempo de
internamento no hospital desde a entrada da UCI até a alta hospitalar ou morte do
doente (p=0,025). Foram comparadas as concentracdes de nove citocinas (IL-1a, IL-1,
IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a, e INFy) através de uma técnica de ELISA
Muliplex (Q-PlexTM Array Chemiluminescent), nos doentes diagnosticados com sépsis
tendo em conta a reactivacio do CMV. Niao foram encontradas diferencas nas
concentragdes das citocinas nos doentes com e sem reactivagdo. Também ndo foi

encontrada uma relacdo entre carga viral e o agravamento do estado clinico do doente.

Apesar da baixa amostragem ter condicionado os resultados, o presente estudo
confirmou que a reactivacdo do CMV esté presente nos doentes da UCI diagnosticados
com sépsis, prolongando o tempo de permanéncia no hospital destes doentes. Contudo,

nao foram encontrados perfis especificos de citocinas antes e durante a reactivagao.
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Abstract

In the last few years, Cytomegalovirus (CMV) reactivation as been considered an

aggravation factor for septic patients in the ICU.

Eight of 22 septic patients from the ICU of Hospital da Luz had CMV reactivation. The
CMV DNA was detect by two real time PCR techniques, an in house technique and a
comercial technique (CMV HHV6,7,8 R—geneTM, bioMérieux), both with a good and
significant correlation. Patients with and without CMV reactivation were not
significantly different in parameters such as sex (p=1), age (p=0,330), length of stay in
the ICU (p=0,973), length of mechanical ventilation (p=0,681), and death (p=I).
However, patients with reactivation of CMV had an increase length of stay in the
hospital, since ICU admission until death or leaving the hospital (p=0,025). We also
compared the concentrations of nine cytokines (IL-1a, IL-18, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-
10, TNF-0, e INFy), obtained by a ELISA Multiplex (Q-PlexTM Array
Chemiluminescent), between septic patients with and without CMV reactivation.
However, there was no significant difference in the cytokines concentrations between
septic patients with and without CMV. There were also no relation between viral load

and the aggravation of the clinical state of patients.

Although a small sample could influence the results, the present study confirms that
CMV reactivation is present in this group of UCI patients, causing a length of stay in
the hospital. However, there were no specific cytokines profiles before and during the

reactivation.
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1. Introducao
1.1. Histéria do Cytomegalovirus

Foi em 1881 que os efeitos do Cytomegalovirus foram observados pela primeira vez por H.
Ribbert, que encontrou, nos rins de um nado-morto por sifilis, células grandes com corpos
homogéneos dentro do nicleo designando-os de inclusdes. Vinte e trés anos mais tarde, A.
Jesionek e B. Kiolemenoglou descreveram inclusdes semelhantes encontradas em células
do figado, rins e pulmdes de um nado-morto de oito meses, relacionando-as com
protozodrios. Mais tarde, em 1907, a equipa de Ribbert fez uma nova descoberta deste tipo
de células nas glandulas parétidas de quatro criangas de um grupo de trinta, com idades

compreendidas entre os dois meses e os dois anos (147).

Em 1921, Goodpasture e Talbot registaram a semelhanca entre as células descritas por
Ribbert e as encontradas em lesdes na pele provocadas pela Varicela, colocando a
possibilidade de o causador de tais efeitos nas células ser um agente semelhante. No
mesmo ano, outro investigador de nome Lipsghuetz também verificou a parecenga com
células de humanos infectados com o virus Herpes simplex (74, 147). VonGlahn e
Pappenheimer relacionaram as conclusdes de Lipsghuetz ndo s6 com a possibilidade das
alteracoes celulares serem produzidas por virus e n@o por protozodrios, como estas
inclusdes serem originadas por um grupo especifico de virus, mais tarde conhecido como

Herpesvirus (184).

Uma década mais tarde, estas células com tipicas inclusdes intranucleares foram
encontradas em casos de infeccdo congénita que apresentavam um quadro clinico muito
especifico, nomeadamente, calcificacdes intracerebrais e hepatoesplenomegalia, tendo sido
sugerido por Wyatt o nome de Doenca Generalizada de Inclusdes Citomegélicas (do inglés
Generalized Citomegalic Inclusion Disease - CID). Em 1950, a equipa de Smith e Vellios
reportou novos casos de doenca com a presenga destas células, designando estes casos
como infec¢do viral das glandulas salivares ou Doenca de Inclusdes Citomegalicas. O virus
foi isolado pela primeira vez em 1950 mas foi em 1957 que Weller prop6s o nome de

Cytomegalovirus (74).



1.2. Introducgao ao virus

O Virus Citomegélico ou Cytomegalovirus (CMV) € um virus da familia Herpesviridae,
sub-familia Beta-Herpesvirinae e género Cytomegalovirus, e € também conhecido como

Herpesvirus Humano 5 (HHV-5) (180).

A designacao do virus deve-se ao efeito citopdtico caracteristico que provoca nas células
infectadas, que atingem 25 a 35um com o aumento do volume citoplasmatico e com a
presenca de inclusdes intranucleares baséfilas rodeadas por um halo, conferindo-lhes um

aspecto de “olho de coruja” (16).

1.3. Constituicao do Virus

O CMV ¢ estruturalmente semelhante a outros membros da familia Herpesviridae,
possuindo uma cdpside icosaédrica de 162 capsdmeros proteicos que envolvem e protegem
o material genético viral (65). A camada mais externa a envolver a cdpside denomina-se de
invélucro, sendo constituido por uma bicamada lipidica da qual fazem parte as
glicoproteinas, muitas delas responsdveis pela resposta imune do hospedeiro. Estas
moléculas permitem a ligagcdo aos receptores celulares do hospedeiro e posterior entrada do
virus nas células e sdo também o principal alvo dos anticorpos que neutralizam o virus.
Existem varias glicoproteinas, como a glicoproteina B (gB) e a glicoproteina H (gH) (93,

177), sendo através das glicoproteinas que se determina o genétipo do virus (185).

Entre a cépside e o invélucro viral estd localizado o tegumento, um compartimento de
proteinas virais de fun¢do estrutural e ndo estrutural. As primeiras desempenham um
importante papel na separagdo das particulas do virus durante a sua entrada na célula
hospedeira, bem como na construcdo e libertacio do novo virus da célula. As restantes
proteinas tém como funcdo proteger o virus da resposta imune do hospedeiro face a
infeccdo (117), sendo o CMV o virus da familia Herpesviridae que expressa o maior

nimero de genes destinados a alterar a imunidade inata e adaptativa do hospedeiro (116).

O genoma viral consiste numa molécula de ADN linear em dupla cadeia com um tamanho
de 235 a 240 kb, sendo o CMV o maior virus da familia Herpesviridae, codificando para
mais de 165 genes (27). A molécula gendmica do CMV ¢ constituida por dois dominios,
um segmento de genoma longo (do inglés long chain — L) e um segmento de genoma curto

(do inglés short chain — §), ambos constituidos por uma regido unica central, UL e US,



respectivamente. Estas regides UL e US estdo flanqueadas por segmentos constituidos por
zonas de repeticdo invertidas (do inglés tandem repeat —TR) que residem nas pontas
exteriores do genoma do virus, TRL e TRS respectivamente, bem como nas zonas de
intersec¢cdo das duas regides, IRL e IRS. Consequentemente o genoma do CMV tem uma
organizacdo de TRL-UL-IRL-IRS-US-TRS (122). A designacdo dos genes baseia-se no
segmento que ocupam no genoma do virus, por exemplo o gene ULS55 que codifica para a

gB estd localizado na posi¢ao 55 da regido unica do segmento de genoma longo (13, 87).

1.4. Ciclo de replicacao, Laténcia e Reactivacio do CMV

1.4.1. Ciclo de Replicacao

O CMV ao infectar um hospedeiro invade as suas células de modo a replicar o genoma
viral para producdo de novos virus. Para tal, tem que ultrapassar a barreira que protege as
células hospedeiras, a membrana citoplasmatica, sendo necessdria a interac¢do entre 0s
receptores celulares membranares e os componentes do virus. Esta fusdo é mediada pelas
glicoproteinas virais, nomeadamente a gB (57). Apds a sua entrada, o virus inicia a
infeccdo libertando para o interior das células as proteinas do tegumento, necessdrias para a
regulacdo das funcdes celulares do hospedeiro, e as proteinas da capside que envolvem o
ADN viral. O genoma do virus € libertado no nicleo da célula, sendo posteriormente
replicado pela maquinaria celular, originando novos virus que irdo infectar as células

vizinhas (170).

Da replicagdo do CMV, bem como de todos os virus da familia Herpesviridae, resultam
genes que sdao expressos em trés fases sequenciais distintas, a fase imediatamente precoce
(do inglés immediatly-early - IE), tase precoce (do inglés early - E) e fase tardia (do inglés
late - L). Dos genes expressos na fase /E resultam antigénios ou proteinas /E ou alfa (o),
que surgem no nucleo das células infectadas uma a trés horas apds a infec¢do, sendo
responsdveis ndo s6 pelo inicio da infec¢do, como pelo controlo do ambiente da célula
hospedeira vigiando a expressdo dos genes celulares e virais. Os antigénios que resultam
da expressdo dos genes da fase intermédia, antigénios ou proteinas E ou beta (B), sdo
detectados no citoplasma ou na membrana aproximadamente trés horas apds a infeccdo e
controlam a criacdo de novos virus ao produzirem as enzimas essenciais para a replicacao

do genoma viral, como a ADN polimerase codificada pelo gene UL54. Por fim, os



antigénios cujos genes sdo expressos na ultima fase, antigénios ou proteinas L ou gama (),
estdo presentes no nucleo e no citoplasma da célula, seis a vinte e quatro horas apds a
infeccdo e fardo parte da cédpside e do invélucro viral, auxiliando na montagem das
particulas virais e na libertagdo do novo virus (87, 163, 164). Em todas as fases do ciclo
replicativo do virus as proteinas que sdo produzidas estimulam o inicio da fase seguinte

(160).

1.4.2. Tropismo celular

O CMV ¢ caracterizado pelo seu alargado tropismo para os tecidos celulares (45). Pode
manifestar doenga em grande parte dos 6rgdos e tecidos, como consequéncia dos diversos
tipos de células que tem capacidade para infectar durante a fase aguda da infeccdo, tais
como mondcitos, fibroblastos, células epiteliais e endoteliais, células musculares lisas,

granuldcitos, células neuronais e hepatdcitos (146, 158, 159, 176).

1.4.3. Fase de Laténcia

ApOs a entrada na célula hospedeira e a semelhanca de outros Herpesvirus, o CMV pode
prosseguir para uma infec¢ao activa com producado de novos virus, ou pode estabelecer um
estado de laténcia com a expressdo de um reduzido nimero de genes virais, sem causar
qualquer dano na célula (12, 69, 156). O mecanismo pelo qual este processo de laténcia
ocorre € ainda desconhecido. Pode iniciar-se logo apds a entrada do virus na célula, antes
de qualquer expressao de genes virais, como também pode ocorrer com a interrup¢cao da
expressdo sequencial dos genes IE, E e L ou, por fim, com a expressdo de genes virais
associados ao processo de laténcia, em vez de estarem relacionados com a infecc¢ao
produtiva viral (29). No entanto, todo este processo de laténcia ndo ocorre em qualquer
célula que o CMYV infecta, apenas em certas células da linhagem mieléide, tais como nos
mondcitos do sangue periférico e nas células progenitoras hematopoiéticas (17,114, 119) e
nas células endoteliais (84), sendo os mondécitos o maior reservatério celular do virus

(169).

1.4.4. Processo de reactivacao

A reactivagcdo do CMV pode ocorrer aquando uma imunossupressao relacionada com o

Virus da Imunodeficiéncia Humana (VIH) ou com o transplante de 6rgaos (79, 156), como



pode também resultar de um estimulo que as células com CMV latente recebem. Este
estimulo pode ser consequéncia de um aumento de citocinas em circulacao devido a um

processo inflamatério (sépsis, queimaduras, traumas, cirurgias) (83).

Ja foi descrito anteriormente que a expressdao dos genes [E é necessdria para uma
replicacdo completa do CMV nas células (139, 155). A expressdo destes genes no
hospedeiro é controlada por um forte complexo promotor (do inglés Major Immediate-
early Promote — MIEP), junto ao qual se encontram sequéncias alvo de uma molécula
designada de factor nuclear kappa B (do inglés Nuclear Factor kappa B - NF-xB) (81). O
NF-xB ¢ um complexo proteico envolvido na regulacdo da resposta imune celular e esta
presente em quase todos os tipos de células contribuindo, por exemplo, para a produgdo de
citocinas que desempenham um importante papel na resposta inflamatéria. Ao ligar-se a
sequéncias especificas no genoma, inicia a transcricao de genes alvo que se localizam apds
as sequéncias, funcionando como factor de transcri¢do desses genes (10, 102). Em células
ndo activadas, o complexo estd inactivado, pois encontra-se ligado a uma molécula
inibitéria designada de Inibidor do NF-xB (I-xB). Mas se a célula é exposta a diversos
estimulos para a producdo de citocinas, por exemplo, ocorre a separacdo destas duas
moléculas através da degradacdo da molécula inibitéria, deixando o complexo proteico
NF-kB livre e activado (167). Nas células infectadas com o CMV em fase latente, o
complexo NF-kB activado liga-se as sequéncias alvo situadas na regido do promotor do
gene IE (79) e através da activagdo do complexo MIEP & possivel a expressdo dos genes
IE, e consequentemente a expressdo dos genes E e L, ocorrendo a reactivacdo do virus

levando a producao de novos virus (40).

1.5. Transmissao e Epidemiologia do virus

A transmissdo do CMV pode ocorrer como resultado de uma infec¢do primdria, quando o
individuo contacta com o virus pela primeira vez, ou como consequéncia de uma infec¢do
recorrente, quer seja por reactivagdo do virus ou por reinfec¢do do individuo quando é

infectado por uma estirpe de CMV diferente da qual é portador (85).

O primeiro contacto com o virus ocorre habitualmente nos primeiros anos de vida,
podendo o CMYV ser transmitido de mae para filho durante a gravidez ou aleitamento, ou

entdo pelo contacto directo com individuos infectados (adultos ou outras criangas) através



de secrecdoes que contém o virus como saliva, urina ou ldgrimas. Pode também ser
transmitido por contacto sexual, transfusdo sanguinea e por transplantacao de orgios

solidos ou de medula dssea (171).

A transmissao materna pode ocorrer via placentdria (transmissao intrauterina), aquando do
desenvolvimento de uma infec¢do materna primaria de CMV durante a gravidez, ou por
via perinatal, através do parto ou do aleitamento, sendo esta tltima a forma mais comum
de transmissdo do virus no primeiro ano de vida (144, 162). As criancgas infectadas
libertam uma quantidade significativa do virus durante um longo periodo de tempo (meses
a anos) apos a infeccdo (111). S@o as principais transmissoras do virus ndo s6 a outras
criangas mas também a adultos, incluindo ndo apenas familiares mas todos os que lidam
com estas criancas, principalmente os trabalhadores das creches e infantérios (86). Estudos
revelaram um padrdo genético idéntico de CMV excretado por vdrias criancas e
trabalhadores do mesmo infantario ou maes, o que sugere uma fonte comum de infeccao,
demonstrando também que estes profissionais sdo individuos em maior de infeccdo pelo
CMV (1, 5). Mas o grupo mais preocupante sao as maes ou as trabalhadoras das creches ou

infantdrios que estdo gravidas e s@o seronegativas para o virus (162).

Porém, em alguns paises, nomeadamente no norte da América e no norte da Europa, a
seropositividade regista um aumento significativo em individuos na fase da adolescéncia, o
que podera ser consequéncia da transmissdao do virus pelo contacto sexual (36). A
transmissao pode também ocorrer na transplantacdo de érgaos sélidos ou de medula dssea,
sendo os doentes transplantados considerados doentes de risco, pois 0 CMV € uma das

principais causas de infec¢@o viral apds um transplante (38).

A seroprevaléncia do CMV na populacdo humana varia entre 30 a 90%, embora em
algumas regides se observe uma prevaléncia de 100% (8). Esta ndo uniformidade da
distribuicdo deve-se ao facto da prevaléncia depender de factores geograficos e
econdmico-sociais, mas também de praticas de higiene nos infantdrios (124, 130). Em
Portugal, de acordo com um estudo decorrido em 2002 e 2003, verificou-se que a
prevaléncia € de 77% nos adultos, sendo que a infeccdo primdria pelo CMV € mais
frequente nos primeiros 2 a 4 anos de idade, aumentando a prevaléncia proporcionalmente

com a idade dos individuos (107).



1.6. Imunologia da infeccao - Resposta imunitaria face a infeccao viral

O CMV desencadeia uma resposta imune por parte de todo o sistema imunitirio do
hospedeiro, sendo considerado um potente imunogénio (37). A primeira defesa € da
responsabilidade da imunidade inata do hospedeiro, sendo activada aquando a entrada do
virus na célula (148). Nesta fase, os receptores celulares Toll-like (do inglés Toll-like
receptor - TLR), nomeadamente o TLR2, interagem com os antigénios gB e gH do CMV
(33) iniciando um conjunto sequencial de processos que resultam na activagdo de factores
de transcri¢do e de citocinas, como o NF-kf e Interferdo (IFN)-a/B, respectivamente (15,
22, 125. Sao recrutadas para o local da infec¢do células do sistema inato — macréfagos,
Células Apresentadoras de Antigénios (do inglés Antigen Presenting Cells - APC) e células
Natural Killer (NK) — que formam uma primeira defesa antiviral e que também é
necessdria para o desenvolvimento de uma resposta imune mais duradoura e especifica,
isto €, uma resposta adaptativa para o CMV (148). As APC, como o préprio nome indica,
apresentam os antigénios virais as células T do sistema imune adaptativo, através do
processamento proteolitico destes antigénios em pequenos péptidos que sdo apresentados
pelas moléculas MHC (do inglés Major Histocompatibility Complex - complexo principal
de histocompatibilidade) (92). As células T dividem-se principalmente em células T
citotoxicas (Tc) e células T helper (Th), respectivamente, CD8 positivas e CD4 positivas,
que desenvolvem respostas direccionadas para as proteinas codificadas pelo genoma do
virus nas diferentes fases da sua replicacio, quer sejam proteinas da cédpside, do tegumento,

glicoproteinas ou proteinas envolvidas na evasao imune (37).

No individuo infectado, o aparecimento das células T CD4 positivas precede o das células
T CD8 positivas, sendo que as primeiras aparecem em média 7 dias apds a detec¢do do
ADN do CMV e as segundas emergem em média 14 dias depois do aparecimento das
células T CD4 positivas (55). Estes dois tipos de células T estimulam a producdo de
citocinas com efeitos antivirais, tais como, o factor de necrose tumoral alfa (TNF-a), a
interleucina 1beta (IL-1B) e INF-y. Contudo as células T CD8 positivas tém como principal
funcdo a lise das células infectadas e as células T CD4 positivas ndo sé sdo as responsaveis
pela regulacdo da fungdo das células T citotéxicas como auxiliam as células B a secretar
anticorpos com elevada especificidade para os antigénios virais que contribuem para a

neutralizacdo do virus (70, 154). Dai que as células T CD8 sejam as células com func¢do



dominante no decorrer de uma infeccdo activa do virus, e as células T CD4 sejam
importantes em manter o equilibrio entre a resposta celular e humoral e a replicagdo viral

no decorrer de uma infec¢ao persistente (153).

Mas embora a infec¢do seja controlada por uma forte resposta das células T, o virus ndo é
eliminado do hospedeiro, permanecendo em células especificas num estado latente com
possiveis episoddios de reactivacdo (148). Aqui € muito importante uma resposta humoral
pré-existente, pois os anticorpos produzidos pelos linfécitos B protegem o hospedeiro de
uma reactivagdo do virus impedindo a sua disseminacdo e consequente propagacdo da
infec¢do (37). O principal alvo destes anticorpos neutralizantes consiste na glicoproteina
do invélucro, a gB (46, 128). Apdés uma infeccdo viral primdria nos individuos
imunocompetentes sdo detectados no soro do hospedeiro anticorpos especificos para o
CMV. Sao primeiro produzidas as Imunoglobulinas anti-CMV classe M (IgM anti-CMV)
que persistem 3 a 4 meses no soro do individuo infectado, seguidas das Imunoglobulinas
anti-CMV classe G (IgG anti-CMV) que persistem para toda a vida (41, 187). A detecgao
destes anticorpos é muito importante para o diagnostico e determinacdo de estadio de uma

infec¢do, como sera descrito mais adiante.

1.7. Diagnostico

Um teste de diagndstico para o CMV deverd ter as seguintes caracteristicas para ser
utilizado na rotina: ter uma elevada sensibilidade para permitir uma detec¢do precoce,
nomeadamente em individuos com risco de desenvolver doenca; deve ter capacidade de
quantificacdo da carga viral, nomeadamente para monitorizar a terapé€utica; tem de ser
rapido a obter os resultados, caso seja necessdrio iniciar ou alterar a terapéutica; e, por fim,
deve ter um elevado grau de reprodutibilidade. Até recentemente os testes laboratoriais
falhavam nas requisi¢des de rapidez e reprodutibilidade, mas com o progresso da ciéncia,
nomeadamente com o desenvolvimento de métodos de deteccao e quantificacdao antigénica
e de métodos de amplificacdo molecular, todos os requisitos ficaram preenchidos (14). A
infeccdo activa do CMV pode ser detectada pela presenca do virus nos vérios fluidos
bioldgicos, que sdo posteriormente analisados por multiplos métodos laboratoriais (99),

que serao descritos de seguida.



1.7.1. Histologia

O CMV pode ser detectado em bidpsias ou citologias através da visualizacdo de inclusdes
intra-nucleares caracteristicas do virus (olhos de coruja) (112). Mas para além de ser uma
técnica com baixa sensibilidade, pela dificuldade, por vezes, de diferenciacdo de inclusdes

virais de ndo virais, requer métodos de colheita de amostra invasivos (76).

1.7.2. Cultura Celular

O CMV tem sido tradicionalmente isolado em culturas de fibroblastos onde é possivel
observar o seu efeito citopdtico caracteristico nas células infectadas. Este método
convencional pode ser utilizado nos diversos fluidos bioldgicos, contudo € considerado um
processo demoroso, apresentando resultados ao fim de uma a trés semanas, sendo um
resultado negativo sé confirmado apds vinte e um dias de cultura. De forma a diminuir o
tempo de deteccao do virus, modificou-se o método convencional de cultura celular para
uma nova técnica designada de “Shell Vial”, em que o virus é isolado com uma
centrifugacdo numa monocamada de fibroblastos. O crescimento viral é medido através da
deteccao dos antigénios virais. Neste processo um resultado positivo é confirmado pela
presenca de fluorescéncia nas células infectadas (150). Esta técnica permite obter
resultados em dezasseis horas, reduzindo assim o tempo de detec¢do em comparacdo com

o método anterior (59).

1.7.3. Antigenémia

Esta técnica consiste num método quantitativo rapido que determina directamente nos
leucécitos a presenca da proteina viral pp635, codificada pelo gene UL83 do CMV, sendo o
resultado expresso como o nimero de leucécitos infectados por CMV por nimero de
células analisadas (175). E uma técnica que requer pessoal qualificado, visto que os
resultados irdo depender da observacdo de cada operador, e apenas se podem utilizar
amostras de sangue, ao contrario das técnicas descritas anteriormente que podem utilizar
outros fluidos orgéanicos, condicionando o resultado em doentes com diminui¢do do
nimero de células polimorfonucleares (140). Contudo € um método mais sensivel e com
resultados mais répidos face as técnicas descritas anteriormente, sendo util ndo sé para o

diagnéstico da doenca por CMV, como também € vantajoso para monitorizar o percurso da



infec¢do, sendo que os valores de antigenémia vao diminuindo a medida que as

manifestacoes clinicas sdo resolvidas (47, 123).

1.7.4. Deteccao de acidos Nucleicos — Acido Desoxirribonucleico (ADN) e Acido

Ribonucleico (ARN)

O uso de sondas de 4cidos nucleicos e técnicas de amplificagdo, como a Reaccdo em
Cadeia da Polimerase (do inglés Polimerase Chain Reaction - PCR) tornaram-se muito

importantes para o diagndstico de infec¢des virais (64, 76).

As sondas de acidos nucleicos detectam genes virais em amostras clinicas, como € o caso
da tradicional técnica de hibridagdo in situ, til para o estudo nas bidpsias da distribuicao
da infec¢ao por CMV nos tecidos (90). Também t€m sido utilizadas técnicas de hibridacao
directa em amostras clinicas apds extraccdo dos acidos nucleicos, sendo dois exemplos, o
“CMV hybrid capture assay” e “Branched-DNA capture assay’. Estas técnicas de
hibridagao nao amplificam o ADN do CMV, mas sim o sinal do ADN alvo, sendo a
intensidade do sinal proporcional a quantidade de ADN de CMV presente na amostra em
estudo (173, 178). A sensibilidade da técnica é superior quando comparada com a das

culturas celulares e semelhante a encontrada na Antigenémia (113), embora a quantificacao

seja mais objectiva que a da técnica da Antigenémia (178).

Contudo a técnica de PCR tém despertado um maior interesse na comunidade cientifica,
complementando, € em alguns casos substituindo, as técnicas até agora utilizadas (188).
Existem técnicas desenvolvidas por cada laboratério — técnicas in house — e técnicas
comerciais, sendo que a diferenca consiste nos equipamentos utilizados, no procedimento
da técnica, ou mesmo na sequéncia alvo do ADN do CMV que se pretende estudar (140).
Mas em todas o conceito da técnica € igual, sendo um método de amplificacdo in vitro dos
acidos nucleicos, extraidos de uma amostra de qualquer fluido biol6gico, num processo
ciclico que se inicia com a fase de desnaturacdo da cadeia dupla de ADN permitindo a
ligacdo dos primers (sequéncia simples de bases nucleotidicas) a sua sequéncia alvo para
iniciar a amplificacdo dessa sequéncia. A leitura da amplificagdo € realizada
separadamente numa diferente técnica, como por exemplo Southern Blot, através de um gel
de electroferese (151). Visto que o ADN de um virus em fase latente pode ser detectado

por métodos de PCR em amostras clinicas, os resultados de um PCR CMV qualitativo

10



devem ser relacionados com o quadro clinico do doente e com outros testes laboratoriais
(188). A técnica de PCR € a técnica apresentada mais sensivel a detec¢do do virus,
conseguindo detectar mais precocemente que o teste da Antigenémia uma infeccdo por
CMV (140), contudo apresenta um valor preditivo positivo mais baixo podendo reconhecer

uma infec¢@o que ndo seja clinicamente significativa (166).

A técnica de PCR em tempo real veio revolucionar as técnicas convencionais de PCR, pois
conjuga na mesma técnica a amplificacio de ADN com a detec¢do do sinal, sendo uma
técnica de sensibilidade semelhante mas mais rdpida e de menor risco de contaminagdo
quando comparada com o método convencional (48). E possivel com esta técnica
quantificar o ADN viral pela comparacdo com padrdes de concentracdo conhecida, através
de uma curva padrao permitindo identificar o nimero de cépias do CMV por unidade de

volume de amostra (188).

A deteccdo de transcritos de ARN (ARNm) de CMV na célula é um bom indicador de
existéncia de replicacdo viral, sendo fundamental para determinar a presenca de uma
infecgdo activa por CMV (188). A técnica para detectar o ARNm de CMV designa-se de
“Nucleic Acid Sequence-Based Amplification” (NASBA), sendo um exemplo o modelo de
deteccio do ARNm do antigénio da fase tardia pp67, que pode ser utilizado para
monitorizar a progressao de infec¢des por CMV, bem como os efeitos da terapia antiviral,

com resultados semelhantes aos detectados na técnica da Antigenémia (11).

1.7.5. Serologia

Os métodos seroldgicos podem ser utilizados em estudos epidemioldgicos através da
prevaléncia dos anticorpos IgG especificos para o CMV (De la Hoz et al., 2002), ou para
determinar se uma infeccdo € recente ou antiga pela presenca de anticorpos IgM e IgG
especificos para o CMV (99). Esta tdltima informagdo é necessdria quando se trata, por
exemplo, de um transplante em que € importante definir o risco de infeccao do doente, ou

em casos de infec¢cdes que ocorram durante a gravidez (64).

Uma infecc@o primdria pode ser detectada pela seroconversao dos anticorpos IgG, ou seja,
pelo desenvolvimento de anticorpos em concentragdes detectdveis no soro, ou pela
deteccao de IgM e IgG. No entanto, a confirmagdo de uma infecc@o primdria apenas com a

presenca da IgM pode ndo apresentar um resultado vidvel, pois ndo s6 também esta
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presente durante a reactivacdo do virus (63), como a sua presenca pode nao ser verdadeira,
mas antes condicionada pela existéncia de auto-anticorpos ou reacg¢des cruzadas com
outros Herpesvirus, podendo originar falsos positivos (41). Para além disso, os valores de
IgM podem manter-se detectdveis por longos periodos de tempo apds a exposicao ao virus.
Quando se detecta uma infecc¢do activa por CMV pela presenca de ambos os anticorpos,
deve-se acompanhar estes testes pela determinacdo da avidez dos anticorpos IgG, para
perceber se se trata de uma nova infeccao (63). Se o resultado obtido demonstrar uma

baixa avidez € indicativo de uma infec¢do recente, enquanto que uma alta avidez é

representativa de uma infeccdo passada (100, 120).

1.8. Tratamento

A terapéutica antiviral para o CMV € utilizada na sua grande maioria para o tratamento e
prevengdo da infeccdo por CMV nos imunocomprometidos, isto porque nos individuos
imunocompetentes a infec¢do € resolvida naturalmente, ndo sendo necessdrio recorrer a
terapéutica especifica (109). O Ganciclovir € um inibidor competitivo da ADN polimerase
viral, e a sua activagdo depende de proteinas codificadas pelo virus (58). Embora seja
considerado o antiviral de primeira linha utilizado no tratamento de infeccao por CMV (9),
estd associado a efeitos graves de toxicidade aquando da sua toma prolongada e o
aparecimento de resisténcias ao antiviral (109). Outros dois antivirais aprovados para o
tratamento do CMV sao o Foscarnet e o Cidofovir, sendo alternativas ao tratamento com
Ganciclovir quando na presenca de mutacdes no alvo (43). Por fim, outro antiviral
aprovado designa-se de Fomivirsen, cujo alvo consiste no ARNm do MIEP do CMV,

sendo utilizado para o tratamento dos pacientes com retinite (99).

1.9. Principais grupos de risco para a infeccao citomegalica

A infeccdo por CMV pode causar consequéncias graves em diferentes grupos de
individuos, como griavidas e imunodeprimidos, incluindo estes tultimos sobretudo os
individuos infectados com o VIH e os doentes transplantados. Estes grupos considerados
de risco exigem uma vigilancia mais cuidada e, como tal, serd descrita a infec¢do pelo

virus com maior pormenor em cada um destes grupos.

12



1.9.1. Infeccao na Gravida

Durante a gravidez, o sistema imune da grivida fica suprimido, contribuindo para o
aumento da incidéncia da infec¢do por CMV e consequentemente para o aumento do risco
de transmissdo do virus ao embrido em desenvolvimento (130). Uma jun¢ao de todos os
estudos publicados até 2006, demonstrou uma taxa de incidéncia a nivel mundial de 0,64%
(91). Em Portugal, segundo um estudo realizado entre 2003 e 2004, a infec¢do congénita

por CMYV foi encontrada em 1,05% dos nascimentos ocorridos nesse periodo (132).

A infec¢do congénita pode resultar como consequéncia de uma infec¢io primdria materna,
quando a gravida contacta pela primeira vez com o virus no decorrer da gravidez, ou de
uma infeccdo recorrente, aquando a rectivacdo do virus ou a reinfeccdo com uma nova
estirpe (144). Quando uma infeccdo primdria de CMV ocorre durante a gravidez, a
probabilidade de transmissdo do virus para o feto € 40 a 50% (127, 161). Porém, se a
infeccdo resulta da reactivagdo do virus durante a gravidez (10 a 30% das gestacoes),
existe um menor risco de transmissao ao feto (0,5 a 2%) (2, 110, 127) devido a presenca de
anticorpos maternos pré-existentes, especificos para o CMV que protegem parcialmente o
feto da transmissdo intra-uterina (52). Contudo, uma reinfec¢do com uma nova estirpe
pode também resultar numa transmissdo ao feto, mesmo que a grivida tenha esta
imunidade pré-existente (18). Cerca de 90% das criangas com infeccdo congénita por
CMV nao exibem quaisquer sintomas aquando o seu nascimento, enquanto que as restantes
10% das criancas desenvolvem manifestacdes clinicas que incluem calcificagdes
intracranianas, hepatoesplenomegdlia, trombocitopénia e alteracdes hepaticas, geralmente a
ictericia e o aumento das transaminases, podendo conduzir a morte do recém-nascido (6).
Para além de sequelas ao nivel do neurodesenvolvimento (28), as criancas sintomaticas
tém maior risco de perda de audic¢do (22-65%) comparando com as criangas assintomaticas
(6-23%), embora em ambos os casos a surdez sensorioneural possa estar presente aquando

0 nascimento da crianca, ou ser progressiva (53).

A transmissdo do CMV pode também ocorrer durante o parto, pelo contacto com as
secrecOes vaginais, ou através da ingestdo de leite materno, designando-se em ambos 0s
casos de infec¢do perinatal. Estudos demonstram taxas consideraveis de excreccao do virus

pelo leite materno, consequéncia da reactivacdo materna do CMV durante ou apds a
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gravidez, sendo um maior risco de infec¢do sintomdtica nos recém-nascidos prematuros

(67, 181).

Sendo uma infec¢do primdria materna do CMV um maior risco de transmissao da infeccao
congénita ao feto, o seu diagndstico € muito importante (144). O melhor diagndstico de
uma infec¢@o primadria consiste na seroconversao das IgG anti-CMYV das gravidas; contudo,
se as mulheres nao forem rastreadas antes da concepg¢ao, a seroconversdao nao € observada
o que dificulta o diagndstico (120, 168). A opc¢do seria a deteccdo das IgM anti-CMV,
sendo esta presenca um indicio de uma infec¢do primdria materna, mas pelas razdes acima
descritas (ver Diagndstico-Serologia) ndo se deve basear o diagndstico apenas por este
resultado. A andlise da avidez das IgG anti-CMV veio tornar completa a andlise da
presenca de IgM e de IgG anti-CMV, sendo um teste de avidez baixo indicativo de uma
infeccdo recente, o que poderd representar um risco de transmissdo do CMV para o feto
(12). Logo, a confirmagdo laboratorial de uma infeccdo materna consiste na presenca de

IgM e IgG anti-CMYV, e de uma avidez baixa de IgG anti-CMV.

Os factores de maior relevancia no diagndstico pré-natal sao a presenga de uma infeccao
materna, diagnosticada de acordo com os critérios acima definidos, e/ou a presenca de
alteracoes no feto aquando a realiza¢do da ecografia obstétrica, ou mais recentemente, da
ressonancia magnética cerebral fetal (144, 168). A partir destes exames médicos podem ser
detectadas alteragdes como um atraso de crescimento intra-uterino ou a presenca de
calcificagdes intracranianas, sugestivos de uma infec¢ao congénita por CMV no feto (145),
embora apenas naqueles com infeccao grave pelo virus, podendo os restantes passar
despercebidos nestes exames (66). Em resumo, estando confirmada uma infeccao materna
por CMV por serologia, e/ou existindo alteracdes imagiolégicas como as anteriormente

referidas, € necessario determinar se ocorreu transmissao do virus ao feto.

O método de referéncia consiste na pesquisa do virus a partir da 21* semana no liquido
amnidtico (colhido por amniocentese), através da cultura do virus ou de métodos
moleculares, como a PCR (101), sendo que se for realizada antes da 21* semana pode
apresentar uma maior taxa de falsos negativos (149). Se em ambas as técnicas os

resultados forem negativos, a probabilidade de transmissao do virus para o feto € reduzida,
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0 que pode ajudar os pais na decisdo de terminar a gravidez aquando uma infeccio

primadria no decorrer da gestacao (101).

Para confirmar uma infec¢do congénita durante a gravidez, para investigar casos de
suspeita de infec¢do materna durante a gestacdo, e para detectar casos de infeccdo
congénita assintomadtica, deve determinar-se a presenca do virus na urina ou na saliva do
recém-nascido até as duas a trés primeiras semanas apds o nascimento (7, 144). A deteccdo
de infec¢do congénita € importante pois permite a prevengdo dos recém-nascidos em risco
de desenvolver sequelas, principalmente os assintomdticos a nascenga, permitindo a sua
colocag¢do em programas de vigilancia para detectar sequelas da infec¢ao por CMV, como
€ o caso da surdez sensorioneural e de atrasos psicomotores (7). Apds este periodo, a
presenca de CMV no recém-nascido pode ser indicativo de infec¢do adquirida apés o
nascimento (185). A deteccado do CMV pode ser realizada por métodos de cultura do virus
ou por métodos moleculares, apresentando o segundo método maior sensibilidade que o
primeiro, mas em ambos a presenca de elevadas cargas virais estd associada a infecg¢des

congénitas sintomaticas (185).

Apés estas trés primeiras semanas de vida o diagndstico de infec¢do congénita, pela
pesquisa do virus na urina ou saliva, pode apresentar falsos positivos, sendo que estes
resultados correspondem a infeccdes de CMV adquiridas durante o parto ou através do
leite materno (7). Recentemente t€ém sido utilizados os cartdes de Guthrie para o
diagnéstico de infeccdo congénita apds as primeiras semanas de vida. Todas as criancas
entre o segundo e o sexto dia de vida realizam este teste para pesquisa de doencas
metabolicas (42). A vantagem de se usar estes cartdes para a pesquisa do virus € a de que
podem ser utilizados meses apds a sua colheita, apresentando mesmo assim uma boa
sensibilidade e especificidade para o CMV aquando a sua pesquisa por PCR, sendo
possivel um diagndstico tardio de infec¢do congénita (7, 62). A presenga de cargas virais
elevadas, tanto em recém-nascidos sintomdaticos como em assintomaticos, ¢ um risco de
desenvolver surdez sensorioneural (19, 186). A detecc¢do das criangas em risco numa fase

tdo precoce permite uma melhor monitorizacao e intervencdo (19).

Quando ocorre a reactivacao do virus durante a gravidez, a mae pode transmitir o CMV ao

recém-nascido pelo aleitamento, dai a importincia do controlo da seroconversao dos
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anticorpos maternos, nomeadamente das IgG anti-CMV, e a detec¢do de ADN de CMV no
leite materno, para detectar as criangas em risco, nomeadamente as criangas que nascem

prematuramente (68).

1.9.2. Infeccao nos individuos Imunocomprometidos

A infec¢do por CMV ¢€ frequentemente uma infec¢do oportunista e por vezes grave em
individuos imunocomprometidos (individuos infectados com o VIH ou individuos

transplantados com medica¢do imunossupressora) devido ao debilitado sistema imune (37).

1.9.2.1. Individuos infectados pelo VIH

Cerca de 95% dos individuos VIH positivos estdo infectados com CMV (165). Como ja foi
descrito anteriormente, apds a infeccao primdria por CMV, o virus fica em estado latente
com possiveis episddios de reactivacdo que sdo controlados pelo sistema imunitrio. Em
individuos com uma deficiente funcdo das células T, a replicacio do virus apds a
reactivacdo nao € controlada, podendo ter consequéncias graves. Portanto, individuos com
o virus do VIH num estado de imunossupressiao avancado — Sindrome de Imunodeficiencia
Adquirida (SIDA) — s@o individuos em risco de doenga por CMV (157). A baixa contagem
de células T CD4 positivas pode conduzir a presenca de infec¢des oportunistas pelo CMV,
nomeadamente ao nivel do aparelho gastrointestinal (esofagite e colite) e do sistema
nervoso central, sendo esta dltima menos frequente (94, 13). Mas a manifestacdo clinica
mais comum € a retinite caracterizada por uma inflamagdo ocular, sendo a grande
responsdvel pela perda de visdo nesta populacido de doentes (89). Com o desenvolvimento
da Terapéutica Anti-Retrovirica de Elevada Poténcia (do inglés Highly Active
Antiretroviral Treatment — HAART), a incidéncia e a gravidade da retinite por CMV
nestes individuos diminuiu consideravelmente (89, 165) através da reposicdo dos niveis de
células T CD4 positivas, permitindo ao individuo controlar a reactiva¢do de uma infecg¢ao
latente (179). Contudo uma nova patologia tem sido associada a este esquema terapéutico,
designada de “imune recovery vitritis”, que € ja reconhecida como causa de lesdo na visao
de pacientes com SIDA (179). Este quadro clinico de vitrite estd associado a doentes com
uma retinite passada, e com uma boa resposta a HAART, podendo ser consequéncia da

reac¢do imunoldgica ao CMV (89).
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Em doentes com VIH, a serologia é necessdria apenas para determinar a presenca das IgG
anti-CMV, de forma a revelar os doentes em risco de uma reactivac¢ao. Para o diagndstico
de infec¢ao por CMV nestes doentes, recorre-se principalmente a sintomatologia clinica. A
deteccao do virus € essencialmente feita em casos de suspeita de infec¢do no sistema
nervoso central, sendo a pesquisa feita no liquido cefaloraquidiano, e em casos de
pneumonia, sendo a pesquisa realizada nos lavados bronco-alveolares. A deteccao do virus

¢ também importante na monitorizacdo do tratamento destes doentes (94).

1.9.2.2. Individuos submetidos a transplanta¢ao

A transplantacdo de 6rgdos sélidos ou de medula 6ssea € um recurso terapéutico para
muitas patologias podendo, no entanto, surgir graves complicacdes como 0 aparecimento
de infeccdes virais, que poderd desencadear consequéncias graves no doente (38). Embora
a vigilancia para estas infeccdes tenha aumentado e melhorado ao longo dos anos, 0o CMV
continua a ser o virus mais significativo apds a transplantagao (50, 78). Esta incidéncia da
infeccao por CMV nos doentes submetidos a transplantacdo pode ser consequéncia do tipo
ou da intensidade da terapia imunossupressora a que sdo sujeitos, do proprio Orgao
transplantado, sendo que uns 6rgdos sdo mais susceptiveis a infeccdo que outros, ou
mesmo de co-infec¢des com outros Herpesvirus, como o Hespervirus Humano 6 (HHV6)
(78). A infeccdo pode ocorrer como consequéncia de (a) uma infec¢cdo primaria, quando o
receptor do transplante € seronegativo para o virus e o seu dador seropositivo, (b) da
reactivacdo do virus, sendo o receptor do transplante seropositivo para o virus, (c) da

reinfec¢do do virus, quando o doente receptor € infectado por uma nova estirpe do virus

proveniente do 6rgdo do dador (25).

No caso de se tratar de um transplante de um 6rgao solido, o maior factor de risco de
aquisicdo de doenca ocorre aquando uma infec¢do primdria no doente receptor (44, 78),
visto que este ndo possui qualquer resposta imune protectora especifica para o CMV
possivel de controlar a replicagdo (134, 135). Nos casos de transplante de medula dssea, o
maior factor de risco de infec¢do por CMV resulta da reactivagao do virus (118), com
maior incidéncia (80%) quando comparado com a ocorréncia de infec¢do priméaria (30%)

(106).
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A infec¢do por CMV nos doentes receptores compreende uma grande variedade de
manifestacoes clinicas, desde infec¢ao assintomética a doenca por CMV grave ou mesmo
letal. Em grande parte dos casos de doenga por CMV, a sintomatologia associada engloba
um quadro de febre e fadiga, podendo também incluir mialgias e neutropénia, e mais tarde
doencas como a corioretinite e a colite. Estas consequéncias de efeito directo podem ser
mais especificas, dependendo do 6rgdo transplantado, como é o exemplo de hepatite,
pancreatite ou pneumonia, em casos de transplante de figado, pancreas ou pulmao,
respectivamente (96, 134). Consequéncias mais graves da infeccdo por CMV, designadas
de manifestacdes de efeito indirecto, resultam da interaccao do virus com o sistema imune
do hospedeiro (49) podendo ndo sé originar lesdes no Orgdo transplantado e,
consequentemente, provocar a rejeicio do mesmo, como também aumenta a

susceptibilidade do hospedeiro a infec¢des oportunistas (bactérias, fungos ou outros virus)

(137).

De modo a evitar estes efeitos resultantes da infeccao por CMV, os clinicos recorrem a um
protocolo de vigilancia prematura, designado de regime pre-emptive, onde € realizada uma
monitorizagdo regular do doente para detec¢do precoce da replicagdo do CMV, através de
métodos de antigenémia ou de deteccdo de dcidos nucleicos. Ao primeiro sinal de presenga
de replicacdo viral é aplicada uma terapia antiviral de forma a prevenir a doenca, sendo
necessdria uma boa coordenagdo entre o doente e o médico para realizacdo frequente de
andlises e a existéncia de um padrdo universal de inicio de terapia (78). No entanto, outro
regime € também utilizado pelos clinicos, onde € feita a avaliacdo do risco de infec¢dao do
doente recorrendo a métodos seroldgicos, nomeadamente a pesquisa de IgG anti-CMV, de
forma a determinar o estado serolégico do dador e do receptor. Este regime de profilaxia é
encaminhado a todos os doentes em risco de infeccdo do CMV durante a transplantacao,
independente da presenca ou ndo do virus (78; 141). Mas com este regime de profilaxia, a
doenca tardia, por consequéncia da infec¢do primdria do virus, tem ganho relevancia
nomeadamente por ocorrer apds a sua descontinuacdo (25). Em doentes transplantados de
figado, o surgimento de doenca tardia por CMV, como consequéncia de infec¢do primaria,

ocorre 3 meses apds uma completa profilaxia antiviral (4).

O regime pre-emptive, ao contrario da profilaxia, diminui o uso e a toxicidade dos

antivirais nos doentes em risco, visto que estes podem nao desenvolver doenca, contudo
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um doente com virémia positiva pode também ndo manifestar qualquer sintomatologia
relacionada com a doenca por CMV, apresentando-se como falso positivo (77, 78).
Métodos laboratoriais, nomeadamente a quantificacdo do ADN do CMV e a antigenémia,
sdo uteis na identificacdo dos doentes infectados com o virus, nomeadamente os doentes
em regime pre-emptive, mas também sdao importantes na monitoriza¢do e na determinacao

da eficacia do tratamento antiviral (154).

1.10. Infeccao no individuo imunocompetente

Ao contrdrio dos casos acima mencionados, uma infeccdo primdria pelo CMV ¢
normalmente assintomdtica em individuos imunocompetentes e raramente causa
complicagdes nestes individuos sauddveis. Contudo, certas infec¢des primdrias podem
desenvolver no hospedeiro uma sintomatologia muito semelhante a uma sindrome
mononucledsica, clinicamente indistinguivel de uma infeccdo primaria pelo virus Epstein-
Barr, e com uma sintomatologia de mal-estar, febre, mialgia, linfoadenopatia e
hepatoesplenomegélia, podendo estes sintomas persistir durante semanas (176, 187). As
consequéncias clinicas do CMV, ao serem afectados 6rgios ou tecidos, sdo raras mas
graves, podendo ocorrer casos de artralgia, artrite, colite ulcerativa, pneumonia, hepatite,

meningite, miocardite, anemia hemolitica ou trombocitopenia (56).

1.11. Doentes Nao-Imunocomprometidos das Unidades dos Cuidados Intensivos

Nos ultimos tempos os doentes das Unidades dos Cuidados Intensivos (UCI) tém sido
reconhecidos como doentes em risco de infec¢do pelo CMV (131). Sao considerados
doentes nao-imunocomprometidos, pois embora possuam algum grau de imunossupressao
transitdria, ndo recorrem a qualquer terapia imunossupressora durante o internamente nem
sdo seropositivos para o VIH (21). Sao multiplas as razdes médicas e cirdrgicas que
originam estes internamentos, envolvendo pacientes com enfartes do miocardio,
pneumonias, queimaduras, traumatismos, sépsis, entre outras. A situacdo clinica destes
doentes pode ser agravada por complicagdes que ocorrem durante o internamento que
podem prolongar o tempo de hospitalizacdo, como infec¢des nosocomiais (50, 51). Estes
doentes manifestam durante o internamento uma sintomatologia consistente com uma
imunossupressao do sistema imune, sendo um exemplo a possivel reactivacdo de infec¢des

latentes, como o CMV (50, 82). Acredita-se que a infec¢do por este virus nos doentes das
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UCI resulte da reactivacdo do mesmo em vez de uma infec¢do primdria, dado que os
doentes seronegativos ndo desenvolvem infec¢do quando comparando com os doentes

seropositivos (20).

A deteccio do CMV neste grupo de doentes ndo € uma andlise de rotina. Porém, nos
ultimos anos, o interesse clinico por esta drea aumentou ao verificar-se, nestes pacientes,
uma prevaléncia da infe¢do por CMV de 0 a 35% (83), sendo que nos estudos realizados
até a data a prevaléncia da reactivacdo ndo encontra um consenso, pois as varias equipas de
investigacao utilizam nao sé diferentes desenhos de estudo, como dimensdes inconstantes,
diferentes populagdes e técnicas de pesquisa do virus com maior ou menor sensibilidade
(73). Mas, no geral, todos relacionam a presenga do virus com consequéncias graves no
internamento, como o prolongamento do tempo de hospitalizagdo, o aumento da duragdo
da ventilacdo mecanica, o aumento da susceptibilidade a infec¢des nosocomiais, €, em

alguns casos, a morte do paciente (88).

Os doentes internados na UCI com diagnéstico de sépsis sdo doentes associados a
infec¢des recorrentes por CMV. Dado o interesse em estudar a reactivacdo do virus em
doentes da UCI, escolheu-se este grupo de individuos como populagdo alvo do trabalho de

investigagdo, sendo a principal razdo porque serdo descritos mais detalhadamente.

1.12. Reactivacdo do CMV nos individuos com sépsis internados nas Unidades de
Cuidados Intensivos

Sépsis é uma condi¢do clinica definida pela presenca de uma infeccdo — consequéncia da
invasdo de um fluido orgéanico ou tecido estéril por um microrganismo patogénico — e por
uma inflamacdo sistémica designada de Sindrome de Resposta Inflamatéria Sistémica
(SRIS) (172). A sépsis é assim caracterizada por uma resposta sistémica programada mas
ndo especifica do sistema imune do hospedeiro face a infeccdo que ameaga a hemdstase
(97). Quando a evolucdo da doenca leva a um quadro clinico de sépsis com o envolvimento
de orgdos, o doente estd perante uma sépsis grave. Para além da faléncia de um ou
multiplos 6rgdos, o doente também apresenta evidéncias de hipotensdo arterial ou
hipoperfusdo (97, 172). A sépsis pode ainda evoluir para um estado ainda mais grave com
faléncia circulatdria — hipotensdo arterial refractaria — designando este estado clinico como

choque séptico. As bactérias sdo as grandes responsaveis por este quadro clinico de sépsis,
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sendo as mais comuns as de coloracdo Gram-negativa, como as Enterobacteriaceae,
Pseudomonas spp. e Acinectobacter spp., € algumas de Gram-positiva, nomeadamente

Staphylococcus spp. e Streptococcus spp. (97, 172).

As bactérias sdo reconhecidas pelos receptores celulares TLR, estimulando as células da
imunidade inata a secretar IFN-a que ajuda a diferenciacdo das células T helper. Na fase
inicial de sépsis € necessdria uma resposta pro-inflamatéria, sendo as células T
diferenciadas em células Thl libertando citocinas primdrias como o TNF- a e a IL-1 (75).
Estes mediadores ndo s sdo responsaveis por regular a migracdo das células do sistema
imune para o local da infec¢do, como também permitem a libertacdo de outras citocinas,
como a Interleucina 6 (IL-6) e a Interleucina 8 (IL-8), funcionando todas em conjunto para
manter o equilibrio durante o processo inflamatério (32). Contudo a libertacdo e a
persisténcia de elevadas concentragdes destes mediadores inflamatérios podem contribuir
para lesdes nos orgdos, agravando o quadro clinico do doente (10, 138). Com esta
progressdo da sépsis em que a resposta imune estd sobrecarregada de moléculas pro-
inflamatodrias, o sistema desenvolve uma resposta anti-inflamatéria alterando o perfil da
resposta das células T helper para uma prevaléncia de Th2, de forma a equilibrar a resposta
imune (97). Estas células produzem citocinas anti-inflamatérias, nomeadamente a

Interleucina 10 (IL-10), que tem como principal fungdo a de inibir a produgdo das citocinas

pro-inflamatodrias causando a disfuncao de células como macréfagos e células T (10, 97).

Porém este equilibrio celular pode ser afectado aquando uma excessiva resposta pro-
inflamatdria no local da infec¢do, sucedendo-se uma acumulagdo nio sé de componentes
téxicos, libertados pelas células do sistema imune de forma a eliminar os microrganimos,
como também de fibrina, visto que as citocinas pro-inflamatdrias sdo responsaveis pela
inibicdo das moléculas anticoagulantes. Desta situacdo podem resultar lesdes nos tecidos
ou o6rgios, bem como alteracdo do rendimento cardiaco, da pressdo sanguinea e da
distribuicdo do oxigénio, conduzindo 2 faléncia de um tecido ou érgio (97, 172) A medida
que a doenca se mantém inalterada mais 6rgdos sdo envolvidos, o que agrava o quadro

clinico do doente, podendo causar a sua morte (32).

Nos ultimos anos tém-se expandido estudos que relacionam ndo s6 o internamento destes

individuos com diagnéstico de sépsis e a reactivacdo do CMV, o que acontece em 20 a
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50% destes doentes, como também estudam o possivel envolvimento do virus no
desenvolvimento do quadro clinico do paciente durante a sua hospitalizacdo (131). Ao
ocorrer uma forte resposta pré-inflamatéria, seguida de uma anti-inflamatéria, desenvolve-
se um ambiente propicio a reactivacdo do CMV nos doentes com sépsis, visto que 0s
mediadores inflamatdrios libertados pelas células do sistema imune sdo responsaveis pela
activacdo do complexo NF-kB e consequente activacdo do promotor do gene IE do CMV

(35), tal como ja foi referido anteriormente.

Foram efectuados estudos de forma a determinar quais as moléculas inflamatérias
responsaveis pela reactivacdo do CMV, utilizando um modelo de estudo muito semelhante
a0 CMV humano, o CMV murino (MCMYV). Desta forma, concluiram que tanto o
Lipopolissacarido das Bactérias Gram-Negativas (108), como o TNF-a e a IL-1f (35, 80),
e a [L-6 (143) conseguem reactivar o virus da sua forma latente, através da observacdo da

expressao dos genes virais na presenca destes mediadores inflamatérios.

Estudos realizados em doentes humanos permitiram a comparagdo das concentracdes de
IL-6, IL-1 e TNF-a obtidas durante o internamento dos doentes com sépsis que
reactivaram o CMV, com as dos doentes hospitalizados com sépsis sem reactivacdo (98).
Concluiram que as concentracdes de TNF-o encontravam-se elevadas nos doentes que
reactivaram o virus, podendo o aumento destes mediadores estar relacionado com a
reactivacdo do virus pela estimulagdo da regido do promotor do CMV. Contudo a
concentracdo de TNF-a aumentava proporcionalmente com o valor da carga viral, podendo
ser o aumento de concentra¢cdo uma consequéncia da infec¢do activa pelo CMV, ou seja,

um efeito da resposta do sistema imune ao proprio virus.

1.13. Objectivos do estudo

O principal objectivo deste estudo consiste na determinacdo da reactivagdo do CMV em
doentes internados na Unidade de Cuidados Intensivos com diagnéstico de sépsis, e se essa
reactivacdo estd relacionada com a evolucdo do quadro clinico do doente ao longo do seu
internamento no hospital. Simultaneamente, procedeu-se a comparagdo de duas técnicas de
PCR em tempo real utilizadas para detectar a reactivacdo, bem como a andlise da
concentracdo de mediadores inflamatérios de cada doente durante a sua permanéncia no

hospital testando a sua relagdo com a reactivagdo do CMV e com a evolugao do doente.
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2. Material e Métodos

2.1 Participantes do estudo

A investigacdo decorreu entre Outubro de 2012 e Julho de 2013 no Hospital da Luz, em
Lisboa, tendo sido aprovada pela Comissdo de Etica do Hospital da Luz. Cada paciente
do estudo assinou o Consentimento Informado autorizando a participacdo das suas
amostras no ensaio (Anexo I). Todos os pacientes que deram entrada na Unidade de
Cuidados Intensivos no Hospital da Luz com diagnéstico de sépsis foram incluidos no
estudo como doentes com processo inflamatério. Foram excluidos doentes
imunodeprimidos, doentes sob tratamento de quimioterapia e doentes submetidos a
qualquer terapia anti-viral que pudesse influenciar as conclusdes do estudo. O
acompanhamento de cada doente ocorreu durante o seu periodo de internamento
hospitalar, desde a entrada na UCI até alta hospitalar, ou em alguns casos, morte do

doente.

Os resultados obtidos pelo doseamento das citocinas no grupo de doentes
diagnosticados com sépsis foram comparados com os de um grupo controlo de
individuos saudéveis sem processo inflamatério e sem doencga corondria significativa.
Este grupo controlo estd inserido num projecto que decorreu simultaneamente com esta
investigacao (projecto “Infeccdo activa pelo virus citomegalico humano nos sindromos
corondrios agudos”) e onde se procedeu ao doseamento das citocinas sob as mesmas

condigoes.

Os médicos ndo tiveram qualquer acesso aos resultados, sendo que estes foram

utilizados apenas para fins de investigagao.

2.2. Recolha de dados

A cada doente da UCI foi atribuido um nimero de 1 a 27 na altura da inclusdo no
estudo. Fez-se a recolha dos dados de cada doente para, posteriormente, serem
relacionados estatisticamente com os resultados obtidos no decorrer da investigacdo,

tais como:

1. Idade e Género do doente;

23



2. Classificacdo APACHE 1II (do inglés Acute Physiology and Chronic Health
disease Classification System II) a entrada do doente no estudo — Este sistema de
classificacdo da gravidade da doenga permite identificar os individuos em risco
de um mau progndstico apds a sua admissdo na UCI, através da idade, historial

clinico, determinantes fisiol6gicos, pressdo arterial, entre outros (95);

3. Data da admissdo e saida da UCI — estes dados permitiram determinar, para cada

doente, o tempo de permanéncia na UCI,

4. Data de admiss@o na UCI e alta hospitalar — com estes dados obteve-se, para

cada doente, o tempo de permanéncia no hospital;

5. Necessidade de ventilagdo mecanica — considerou-se positiva sempre que se

recorreu, durante o internamento do doente, a esta ventilagdo assistida;

6. Duracdo da ventilacio mecanica — foi determinado o tempo de duracdo da

ventilacio de cada doente;

7. Alta hospitalar ou morte do doente.

2.3. Amostras

As amostras de soro e de sangue total foram recolhidas, respectivamente, em Tubos
secos (com silica) e em EDTA K3. Cada vez que o doente realizava uma colheita a
pedido do médico, para andlise dos parametros bioquimicos, essa amostra era utilizada

para monitorizagdo da reactivacdo do CMV e para leitura dos mediadores inflamatorios.

As amostras foram depois encaminhadas para o Laboratério de Microbiologia da
Faculdade de Ciéncias Médicas, Lisboa, Portugal, e congeladas a -70°C em tubos

proprios de congelacdo correctamente identificados.

2.3.1. Tratamento das amostras

As amostras de sangue total em tubos secos foram centrifugadas durante 15 minutos a
3000 rpm para obtencdo de soro. Ambas as amostras colhidas — soro e sangue total —
foram guardadas a 4°C até a sua deslocacdo ao Laboratério de Microbiologia, ndo

excedendo as 72 horas apés a colheita.
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2.4. Procedimento Experimental

O procedimento experimental estd esquematizado na Figura 1. Para o doseamento das
citocinas foram utilizadas, para além das amostras dos doentes em estudo, as amostras

do grupo controlo ja descrito anteriormente.

Doente diagnosticado com Sépsis na UCI

Técnica: Serologia

Seronegativo para o CMV (IgG Negativa) Seropositivo para 0 CMV (IgG Positiva)
N N
Doente excluido do estudo Técnicas de PCR em tempo real:
e RT-PCRin house

e RT-PCR CMV HHV6,7.8 R-gene™
|

v v

Presenca de ADN de CMV Auséncia de ADN de CMV
/_ Doseamento citocinas: ELISA Multiplex B
Leitura de Citocinas: Leitura de Citocinas:
Primeira amostra; Amostra colhida apés duas semanas; Primeira amostra; Amostra colhida apés
Primeira e dltima amostra positiva; Amostra de maior e duas semanas

menor carga viral

Figura 1 - Esquema da componente pratica do trabalho

2.4.1. Serologia

Permite determinar se o doente alguma vez esteve em contacto com o virus, de forma a
indicar, caso o ADN do CMV esteja presente no individuo, que a infeccdo ¢é
consequéncia de uma reactivacdo. A determinacdo das IgG anti-CMV foi efetuada pelo
Kit IgG CMV- técnica “Enzyme Linked Flourescent Assay” (ELFA), realizada no
equipamento “Vidas” (BioMérieux). Os resultados inferiores ao valor de 4U/mL foram
considerados como negativos e os superiores a 6U/mL foram definidos como positivos

(estas determinagdes foram efetuadas no Laboratério Central da LabCo — Lisboa).

2.4.2. Reactivacao do CMV

A infeccdo por CMV foi considerada positiva aquando a presenca de ADN do virus nas

amostras de sangue total colhidas em EDTA K3. Se o ADN de CMV estiver presente
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em pelo menos uma das amostras colhidas por doente, o resultado serd positivo, ou seja,
o doente em estudo reactivou o virus durante o seu internamento. Para analisar a
presenca do virus, deve-se primeiro fazer a extraccdo do ADN do CMV das amostras e

depois analisar por métodos de biologia molecular (PCR em tempo real).

2.4.2.1. Extraccao do ADN do CMV
Para extrac¢do do ADN viral no sangue total colhido em EDTA K3, foi utilizado o Kit

de Purificacao JetQuick® Genomic DNA, Genomed, Lohne, Alemanha. A técnica foi
elaborada de acordo com as instrugdes do fabricante (ver Anexo II), tendo em conta que
se utilizou 200 ul de sangue total. Esta técnica consiste na obten¢do de ADN gendémico

através das varias fases de tratamento da amostra:

1. Preparacdo do Lisado — Esta fase compreende a minimizacdo das possiveis

interferéncias aquando a aquisicio de ADN puro, através dos seguintes

Pprocessos:

a. Desnaturacdo das proteinas com um tampao de lise celular;

b. Digestdo enzimdtica das proteinas desnaturas e libertacio do ADN
genomico das proteinas a ele ligadas com Genomed Protease (20mg/ml);

c. Digestdo do ARN residual com a Rnase A (20mg/ml);

2. Fixacdo do ADN genomico na membrana de silica — Esta fase consiste na

passagem do lisado por uma coluna com membranas de silica permitindo a

ligacdo do 4cido nucleico a silica.

3. Purificacdo do ADN gendmico — Nesta fase sdo utilizados dois tampdes de

lavagens para eliminar da coluna as impurezas e outros contaminantes presentes

no lisado;

4. Eluicdo do ADN gendmico — Este processo engloba a passagem de 10 mM Tris-

HCI pH=8,5, uma soluc¢do que liberta 0 ADN gendémico da membrana de silica.

Ao fim destes processos obtém-se ADN gendmico que deveré ser armazenado a -20°C.

2.4.2.2. Pesquisa de ADN de CMYV nas amostras
A pesquisa de ADN de CMV foi efectuada recorrendo a duas técnicas de PCR em

tempo real: uma técnica in house, e uma utilizando o kit CMV HHV6,7,8 R-gene™,
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ref.:69-100, Argene, Biomérieux, MArcy-I’Etoile, Franca. Em ambas as técnicas o
nimero de copias de ADN de CMV por ml de sangue total foi determinada tendo em
conta os valores de CT (Thresold cycle), que representam o ciclo a partir do qual é
detectada fluorescéncia na amostra, correspondendo assim ao ponto onde a curva de
amplificacdo da amostra atinge a base de referéncia de fluorescéncia emitida (71). Os
resultados foram apresentados como o nimero de cépias de ADN de CMV por ml de

sangue total.

2.4.2.2.1. Técnica de PCR em tempo real in house

Esta técnica consiste na determinacao da presenga de ADN de CMV pela pesquisa do
gene ULS3 (133). As amostras foram realizadas em duplicado na mesma corrida, sendo

o procedimento a utilizar o seguinte:

1. Proceder a realizacdo de uma mistura total de reac¢ao de 25 ul, sendo que 20 pl
correspondem a mix desta técnica e 5 ul ao volume da amostra. Nesta reaccdo
utiliza-se os seguintes reagentes para constituicdo da mix (tendo em conta que a
concentracdo de stock dos primers e da sonda é de 100 uM): (a) TagMan Universal
PCR Master Mix (2x), (b) Primers CMV (100 uM) (CMV F: 5°-CCC TCG GGC
AAG CTC TTT-3’ e CMV R: 5CAG GTC CTC TTC CAC GTC AGA-3’), (¢)
Sonda CMV (10 uM) - 5’-TGC ACG TCA CGC TGG-3" marcada em 5’ com 6-
carboxy-fluorescein como reporter e em 3’ com minor grove com oquancher, e (d)

agua até perfazer os 20 ul de volume total.

2. Para a realizacdo da curva padrdo utiliza-se a AD169 quantificada por um teste
comercial (Artus CMV RG PCR KIT, Rotor-Gene 3000, Corbett Research). O ponto
de referéncia de maior concentragdo na curva corresponde a uma dilui¢cao de 1:100
da AD169, com uma concentra¢do final de 165000 cépias de ADN de CMV/ml,

sendo os dois pontos seguintes utilizados dilui¢des seriadas de 1:10 desta diluicao.

3. Como controlo interno de cada amostra utiliza-se 2 pl da primeira diluicdo de
1:10 da ADI169. Se ocorrer inibi¢do pela amostra, ndo ocorrerd qualquer

amplificacdo do controlo interno;

4. O aparelho utilizado para a realizacdo do PCR em tempo real in house é o ABI

PRISM 7500 (Applied Biosystems), com um ciclo de amplificagdo de: (a) 1 ciclo
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durante 2 minutos a 50°C, (b) 1 ciclo durante 10 minutos a 95°C, (c) 50 ciclos
durante 15 segundos a 95°C, e (d) Fase de leitura durante 1 minuto a 60°C. A técnica

te uma sensibilidade de 200 cépias/ml.

2.4.2.2.2. Técnica de PCR em tempo real utilizando o kit CMV HHV6,7,8 R-gene®
Esta técnica de PCR em tempo real utilizando o kit CMV HHV®6,7,8 R-gene ref.:69-

100°, Argene, Biomérieux, MArcy-I’Etoile, Franca, detecta o ADN de CMV pela
pesquisa do gene ULS3. O seu limite de deteccdo € de 50 copias/ml. A técnica foi
elaborada de acordo com o protocolo do fabricante (Anexo III), com uma modificacao,
a de que nao foi realizado controlo interno, pois ja tinha sido realizado na técnica de

PCR em tempo real in house primeiro.

2.4.3. Pesquisa de Citocinas

A técnica utilizada para a pesquisa de citocinas € uma ELISA Multiplex, utilizando o Q-
Plex ™ Array Chemiluminescent, Quansys, Logan, Utah (Anexo IV). Esta técnica
consiste num ensaio de ELISA Multiplex em que, ao contrdario de uma ELISA
convencional onde se estuda apenas um tipo de analito, na técnica Multiplex podem-se
estudar varios analitos a partir da mesma amostra € na mesma placa. Para o
desenvolvimento deste estudo foi utilizada uma placa de 96 pogos, cada um com 10
sptos, sendo que 9 sptos representam individualmente uma citocina a estudar — IL-1a,
IL-1B, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a, e INFy — e o restante representa o controlo.
Quando a amostra € adicionada ao pogo, as citocinas presentes ligam-se aos anticorpos
de captura nos sptos especificos para cada uma, ficando fixas na placa. Posteriormente €
adicionado o anticorpo de detec¢do que se liga as citocinas capturadas na fase anterior.
Estes anticorpos possuem moléculas de biotina que se ligam a Estreptovidina associada
a uma enzima. Ao colocar o substrato € desencadeada uma reaccdo luminosa que apenas
ocorre quando as citocinas estdo presentes, sendo possivel medir através da sua
intensidade. E esta intensidade luminosa que é lida e convertida no software, aquando
comparagdo com o padrdo utilizado, para poderem ser analisadas as concentragdes de

citocinas presentes na amostra.

Recorreu-se a esta técnica para analisar e comparar as concentracdes das citocinas a

entrada e na segunda semana de internamento tendo em conta o processo inflamatério e,
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seguidamente, a reactivagdo. Nos doentes com mais de uma amostra em estudo, foi
escolhido o periodo de duas semanas por ndo s ser aquele em que que grande parte dos
doentes realizou uma colheita, exceptuando os casos em que ocorreu alta hospitalar ou
morte do doente antes das duas semanas de internamento, como também por ser a
colheita realizada momentos antes da reactivacao, tendo em conta a média da colheita
da primeira amostra positiva para o CMV. No caso dos doentes com reactivagao, foi
estudada a possivel relacdo entre carga viral e concentracdo das citocinas, tendo sido
realizadas nestes doentes, leituras de citocinas nas amostras com maior € menor carga
viral, na dltima amostra positiva e na ultima negativa podendo, em alguns casos,

coincidirem algumas varidveis.

2.4.4. Tratamento de Dados

Os dados obtidos ao longo do estudo foram analisados recorrendo ao software SPSS
(versaol6.0). Foram utilizados métodos estatisticos descritivos (média e desvio padrio)
para analisar os varios dados ao longo da investigacdo. Para o tratamento destes dados,
recorreu-se a testes estatisticos consoante as varidveis a estudar (136). O teste de
Kolmogorov-Smirnov e de Shapiro Wilk, principalmente este ultimo por se tratar de
uma amostra de estudo pequena, determinam se a varidvel em estudo segue uma
distribuicao normal, de forma a encaminhar o estudo para o uso de um teste paramétrico
(distribui¢ao normal) ou ndo paramétrico (distribuicdo nao normal) para comparar duas
ou mais varidveis. Os testes paramétricos utilizados foram o Teste t de student, para
comparar uma varidvel quantitativa e uma variavel qualitativa; o Teste t para amostras
emparelhadas, para duas varidveis quantitativas relacionadas; a Correlagdo de Pearson,
para determinar a relacdo de duas varidveis quantitativas. Os testes ndo paramétricos
utilizados foram o Teste U de Mann-Whitney, para comparar uma variavel qualitativa e
uma varidvel quantitativa; o Teste Exacto de Fisher, para comparar duas varidveis
qualitativas; o Teste de Wilcoxon para comparar varidveis quantitativas relacionadas; e
a Correlagdo de Spearman, para determinar a relacdo de duas varidveis quantitativas.
Diferencgas entre as varidveis estudadas foram consideradas significativas aquando um

valor de p<0,05.
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3. Resultados

3.1. Total de doentes incluidos no estudo

No decorrer dos meses do estudo deram entrada na UCI do Hospital da Luz 27 doentes
com diagnéstico de sépsis. Destes doentes trés foram excluidos: um por nao ter assinado
o consentimento informado para a participa¢do das suas amostras no estudo, outro por

se tratar de um doente imunodeprimido e outro por estar sob corticoterapia.

Dos 24 restantes, apenas dois apresentaram uma serologia negativa para o CMV (IgG
anti-CMV negativa) ndo podendo as suas amostras serem utilizadas para o decorrer da

investigacado (Figura 2).

8%

M Serologia Positiva

92%

Figura 2 - Resultados da serologia dos doentes internados na UCI com diagndstico de sépsis.

Um total de 59 amostras dos 22 doentes em estudo, com uma média de 2,73 de amostras
(Min=1;M4ax=5) por doente, foi utilizado para detec¢do da reactivagdo do CMV. As
amostras foram recolhidas de forma continua ao longo do internamento do doente no
Hospital da Luz, tentando sempre obter uma amostra por semana de internamento. O
tempo de internamento varia entre os doentes, sendo que o nimero de amostras

estudadas por doente € tanto maior, quanto maior for a sua permanéncia no hospital

(Tabela 1).

Numero de Doentes Amostra Recolhida Dia da colheita’
Média(Minimo;Maximo)
22 Primeira 4,68 (2;8)
17 Segunda 13,35 (10;20)
11 Terceira 21,82 (18;31)
6 Quarta 31,33 (26;40)
3 Quinta 40,67 (34;49)

'Dia em que foi efectuada a colheita, considerando o primeiro dia como o dia de entrada do doente na
UCL

Tabela 1 - Representacido da média em dias das vdrias colheitas realizadas ao longo do
internamento.
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3.2. Dados gerais dos doentes do estudo

Foram recolhidos dados dos doentes ao longo do seu internamento (Anexo V).

Dos 22 doentes em estudo, 15 (68,2%) eram do sexo masculino e os restantes 7 (31,8%)
do sexo feminino, com uma média de idade de 68,82 anos compreendida entre os 44 e

os 85 anos (Figura 3)
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Figura 3 - Distribui¢do da idade dos doentes em estudo.

Dos 22 doentes incluidos no estudo, 3 apresentaram um quadro mais grave de sépsis
com a presenca de choque séptico e em 8 doentes do estudo ocorreu faléncia de pelo
menos um 6rgdo. Quanto a classificacao pelo sistema APACHE 11, a média obtida foi

de 21,86 (Min=14;Mé4x=34).

Os doentes permaneceram em média 11,93 dias (Min=1,10;Mé&x=52,40) internados na
UCI (Figura 4). Quanto a permanéncia no hospital dos doentes, incluindo o tempo de
internamento na UCI e apds transferéncia para outro servigo hospitalar, a média é de
21,82 dias, sendo o periodo minimo e maximo de permanéncia no hospital de 5 e 50

dias, respectivamente.
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Figura 4 - ReT)resentagﬁo grafica do tempo de permanéncia de cada doente do estudo na UCL
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Quanto a necessidade de ventilacio mecénica, foi considerada positiva quando os
doentes foram submetidos a este tipo de interven¢do pelo menos uma vez desde que
estiveram hospitalizados, ocorrendo em 16 doentes. A duracdo do tempo de ventilacao

foi em média de 10,07 dias (Min=0,17;Max=43,92).

Dos vinte e dois doentes, 3 morreram durante o seu internamento na UCI, outros 4
faleceram apods transferéncia para outros servigos do hospital e € desconhecida a

informacao relativamente a dois doentes.

Ao avaliar a evolucdo do quadro clinico dos doentes, tendo em conta a sua
sobrevivéncia, observa-se um quadro mais grave nos doentes que faleceram, contudo
nenhuma diferenca significativa foi encontrada (Tabela 2). O mesmo nao acontece
quando se analisa o sistema APACHE II face a faléncia de um ou mais 6rgaos nos
doentes, sendo que este dltimo estd relacionado com um aumento do sistema de

classificacdo (p=0,01) (Tabela 3).

Sobreviventes Falecidos Valor-p

Média (Min-Max) Média (Min-Max)
APACHE I 19,62 (14-26) 25 (14-32) 0,062’
Tempo de Internamento hospitalar 21,08 (6-44) 27,43 (5-50) 0,363’
Tempo de permanéncia na UCI 10,25 (2,5-26,10) 16,47 (1,10-52,40) 0,699
Duracdo da Ventilagcdo mecénica 7,17 (0,17-26,08) 17,49 (3,63-43,92) 0,190

Teste t de student; *Teste U de Mann-Whitney; *p<0,05

Tabela 2 - Comparagdo dos varios dados recolhidos nos doentes diagnosticados com sépsis,
considerando os que sobreviveram e nos que faleceram.

Faléncia de um ou mais érgaos

Nio Sim Valor-p
Média (Min-Max) Média (Min-Max)
APACHE II 19,43 (14-28) 26,13 (20-34) 0,010"*

Teste t de student; *p<0,05

Tabela 3 - Comparagdo do sistema de classificagio APACHE II nos doentes diagnosticados
com sépsis com faléncia de 6rgios
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3.3. Analise da reactivacao do CMV

Foi feita a pesquisa de ADN de CMV nas 59 amostras tendo sido detectado em 12
(20,36%) correspondentes a 8 doentes. Assim considerou-se que a taxa de reactivacao
do CMV nestes doentes foi de 36,4%. Esta deteccao ocorreu em média apds 16 dias de
internamento (Min=3;Max=39), tendo sido encontrada em trés doentes logo na primeira

amostra analisada (Tabela 4).

Doente Primeira amostra Dia de colheita durante Carga viral (cépias de
positiva o internamento ADN de CMYV por ml)

1 Primeira colheita 3 801,39
3 Segunda colheita 13 651,8

4 Primeira colheita 4 134,76
14 Terceira colheita 22 1083,51
15 Quarta colheita 30 232,89
17 Segunda colheita 13 4688,19
19 Quinta colheita 39 776,8

21 Primeira colheita 4 354,95

Tabela 4 - Identificacdo da primeira colheita positiva no doente e o seu dia recolha.

A reactivacdo do CMV ocorreu em trés doentes (15, 17 e 19) apds transferéncia destes
da UCI para outros servicos hospitalares. Se para a andlise do tempo de reactivagdo do
CMV excluirmos estes 3 doentes, ou seja, se tivermos apenas em conta os doentes que
reactivaram o virus durante o seu internamento na UCI, a reactivag¢ao ocorreu em 22,7%
dos doentes apds 9,2 dias de permanéncia na UCI (Min=3;Mdx=22), em vez dos 16

dias.

Dos 8 doentes com reactivagdo, 3 tiveram alta e 3 faleceram provavelmente ainda com
infecgdo activa pelo virus, pois 0 ADN do CMV estava presente nas tltimas amostras

colhidas a estes doentes.

Para completar a anélise dos doentes face a reactivacdo do CMV, foram estudadas, com
recurso a testes estatisticos, as vdrias relacdes entre os dados recolhidos de cada doente

ao longo do seu tempo de internamento (n=22) (Tabela 5).
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Total de Reactivacao Valor-p
doentes Sim (n=8)  Nao (n=14)
Sexo Masculino 15 5 10 1’
Feminino 7 4 3
Idade (Média de anos (Min;Méx)) 68,82 (44;85)  72,75(53;85) 66,57(44;82) 0,330°
N 3
APACHE II a entrada do estudo 21.86 (14:34) 21(14:30) 22,36 (16:34) 0,607
Presenca de Choque séptico 3 1 2
Duracao do internamento
¢ hospi 21,82 (5;50)  30,25(10;44)  17(5;50) 0,025%*
ospitalar
(Média de dias (Min;Max))
Duracéo do internamento na UCI 11,93 11,48 12,20 0,973
(Média de dias (Min;Maéx)) (1,10;52,40) (2,50;30,50) (1,10;52,40)
Ventilagao Sim 16 7 9 0,351'
mecanica Nao 6 1 5
Duraciao da ventilagdo mecanica 10,07 8,22 11,52 5
(Média de dias (Min;Méx)) (0,17:43.92)  (0,17:26.33)  (0,63:43,92) 0681
Morte do doente Sim 7 3 4 I
(n=20) Nio 13 5 8

"Teste de Fisher, "Teste de Mann-Whitney, Teste t de student; *p<0,05

Tabela 5 - Comparacdo das caracteristicas do estado clinico dos doentes tendo em conta a
reactivacdo do CMV.

Nao foi encontrada nenhuma relacdo entre a idade (p=0,330), género (p=1);
classificacdo APACHE II (p=0,607), duracdo do internamento na UCI (p=0,973) e
morte do doente (p=1). Embora a necessidade de ventilagdo mecanica tenho ocorrido
em 87,5% (7/8) dos doentes com reactivacdo e em 64,3% (9/14) dos doentes sem
reactivacdo, a diferenca ndo foi significativa (p=0,351), bem como a duracdo da
ventilacdo mecanica (p=0,681). Contudo foi encontrada uma diferenca significativa nos
dias de internamento hospitalar, sendo que os doentes com reactivagdo do CMV tém um

maior tempo de hospitalizagdo que os doentes sem reactivacao (p=0,025).
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3.4. Relacao entre a gravidade da infeccao e a carga viral

Para determinar se a carga viral influencia o estado clinico do doente, procedeu-se a
comparacao dos dados recolhidos durante a investigagao entre os doentes que obtiveram
uma carga inferior a 1000 cépias de ADN de CMV por ml durante a reactivagdo (n=5;
62,5%) e os doentes que obtiveram uma carga viral superior a 1000 cépias de ADN por

CMV por ml (n=3; 37,5%) (Tabela 6).

Doentes com carga
Doentes com carga
viral < 1000 cépias de
viral > 1000 copias de Valor-p

ADN de CMV/ml
ADN de CMV/ml (n=3)

(n=5)
APACHE II 20,33 (14;26) 21,40 (14;30) 0,824’
Ventilagdo Sim 2 5 '
= 0,375
Mecanica Nao 1 0
Duracao da Ventilagdo Mecanica ,
14,56 (2,79;26,33) 5,68 (0,17;11,29) 0,277
(Média (Min;Max))
T de int t ucCI
cmpo € fierhamento na 13,70 (3,50:30,50) 10,14 (2,50:21.90) 0,727
(Média (Min;Mix))
Tempo de internamento 5
26,33 (17;32) 32,60 (10;44) 0,447
hospitalar (Média (Min;Méx))
i 2 1
Morte do Doente Sl~m 0,464’
Nao 1 4

"Teste Exacto de Fisher, Teste t de Student.

Tabela 6 - Comparacao das caracteristicas do estado clinico dos doentes tendo em conta a carga
viral do doente.

Apesar de um menor nimero de doentes com carga superior a 1000 cépias/ml tenha
necessitado de ventilagdo mecanica, a duracdo dessa ventilacdo foi superior quando
comparado com os doentes com carga viral inferior a 1000 cépias/ml. Contudo
nenhuma diferenca significativa foi encontrada (p=0,277). O mesmo sucede no
falecimento do doente (0,464), tendo falecido 3 doentes com reactivacdo, dois deles

apresentando uma carga superior a 1000 cépias/ml. O tempo de internamento na UCI
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também € superior nos doentes com carga viral superior a 1000 cépias/ml embora a
diferenca nao seja significativa (p=0,727). Os doentes com cargas virais inferiores a
1000 cépias/ml, tendem a apresentar uma maior classificacio APACHE II (p=0,824),
bem como um maior tempo de internamento hospitalar (p=0,447), mas em ambos 0s

casos a diferenca ndo € significativa.

Quando se analisa o quadro clinico dos doentes com reactivacdo tendo em conta o pico
da carga viral que atingiram, ndo existe nenhuma relacdo significativa com nenhum dos

dados utilizados para avaliar a evoluc@o do doente (Tabela 7).

Pico da Carga viral Valor-p
APACHE II r=-0,265 0,526'
Duragdo da Ventilacdo Mecanica r=-0,250 0,589
Tempo de internamento na UCI r=-0,262 0,531"
Tempo de internamento hospitalar r=-0,524 0,183
Morte do Doente Sim 2246,62 (232,89;5423,46) P
(Média (Min;Max) Nio 2058 (651,80;7196,50)

1Correlac;?lo de Pearson; Teste U de Mann Whitney; *p<0,05

Tabela 7 — Estudo da gravidade da doenga tendo em conta o pico da carga viral atingido.
3.5. Comparacao das duas técnicas de PCR em tempo real
3.5.1. Comparacao qualitativa das duas técnicas

Existem dois doentes em que o seu estado clinico (9 e 12) s6 foi revisto apds realiza¢do
da comparacdo das duas técnicas de PCR em tempo real. Como tal, inclui-se as
amostras nesta andlise das técnicas de PCR em tempo real, perfazendo um total de 65
amostras a analisar no total (Anexos VI e VII). Os resultados das duas técnicas de PCR

em tempo real realizadas sd@o concordantes em 93,8 % dos casos (Tabela 8).

PCR em tempo real in house

Positivo Negativo Total
PCR em tempo real CMV Positivo 12 4 16
HHV6, 7, 8, R-gene © Negativo 0 49 49
Total 12 53 65

Tabela 8 - Comparacio dos resultados obtidos pelas duas técnicas de PCR em tempo real.

As duas técnicas apresentam resultados discordantes nomeadamente em 4 amostras,

com um valor negativo na técnica in house mas positivo na técnica comercial, que
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apresentam uma carga viral baixa, sendo a média de 528,65 (2,72log;o) cOpias/ml
(Minimo:134,76; Maximo:863,51). Mas apesar de uma tendéncia para uma maior
sensibilidade na técnica comercial em relagdo a técnica in house, visto detectar um
maior nimero de amostras positivas para o CMV, a diferenca ndo € estatisticamente
significativa (p=0,101 pelo Teste Exacto de Fisher). Contudo, e embora em 3 resultados
da PCR em tempo real in house os valores de cépias por ml foram inferiores a
sensibilidade estimada do método (200 coépias/ml), os valores foram utilizados para

posterior comparagdo entre as técnicas.

3.5.2. Comparacao quantitativa das duas técnicas

De forma a determinar se existe uma boa relagdo entre estas duas técnicas, foi analisada
a correlagcdo entre as cargas virais obtidas pelas duas técnicas de PCR em tempo real,
utilizando as amostras que tiveram valores positivos em ambas as técnicas (n=8) (Figura

35).
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4004
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tempo real CMV HH6,7,8 R-gene

1 ‘Isn 2,00 250 3‘Inn 3}50 4“00 4,‘50
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Figura 5 - Correlagdo entre as cargas virais obtidas pelas duas técnicas de PCR em tempo real.

E observada uma boa correlacio positiva (Correlacdo de Pearson=0,905, p=0,002) entre
as duas técnicas de PCR em tempo real. Mas embora estatisticamente apresentem uma
boa correlagdo, as cargas virais obtidas para a mesma amostra pelas duas técnicas

correspondem a diferentes valores.

A andlise da comparacdo das médias destes valores obtidos revelou uma diferenca
significativa entre o logaritmo da carga viral obtido pela técnica comercial
(Média=3,46;s=0,72) e pela técnica in house (Média=2,95;s=0,74), p<0,001 (Teste t

para amostras emparelhadas). A média da carga viral obtida pela técnica comercial é
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superior 0,51log;p quando comparada com a média da técnica in house implementada
no Laboratério de Microbiologia da Faculdade de Ciéncias Médicas (Figura 6). E

atribuida assim uma maior carga viral a uma amostra quando esta € analisada pela

técnica comercial da Argene.

5,00 o L=l

p<0,001

4,00 =

o

g
3,00~ g

W do

2

2.00 o <
]

Log (copias de ADN de CMVImL de sangue total)

T T
Técnica in house Técnica Chi HHE, 7.2, R-gene

Técnica de PCR em tempo real

Figura 6 - Representacio grafica das médias das cargas virais obtidas pelas duas técnicas de
PCR em tempo real para as mesmas amostras.

3.5.3. Quantificacao da AD169 utilizada como padrao na técnica de PCR em tempo
real in house

De forma a compreender a diferenca nos valores das cargas virais das amostras nas duas
técnicas de PCR em tempo real, procedeu-se a quantificagdo da AD169 utilizada na

técnica in house para efectuar a curva padrao.

O valor esperado da carga viral de CMV presente na AD169 ¢ de 1,65x10° c6pias/ml
(5.23logjp). Quando tratada e quantificada pela técnica comercial como uma amostra de
valor de carga viral desconhecida, obteve-se da AD169 uma média de valores em
duplicado e em duas corridas de 1,25x10° cépias/ml (6.10logo), apresentado uma

diferenca de 0,87log;o em relagdo ao valor anteriormente utilizado.

Esta diferenca poderd justificar a variacdo dos valores das cargas virais quando se
utilizam as duas técnicas de PCR em tempo real. Ao realizar a técnica in house,
associando ao padrdo um valor de cépias de CMV inferior ao real, os valores que irdo
resultar das amostras serdo inferiores aos verdadeiros. Para comprovar, fez-se o

ajustamento dos padrdes da técnica in house.
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3.5.4. Técnica de PCR em tempo real in house apés ajustamento do valor do

padrao

Para o ajustamento da técnica in house, alterou-se o valor de 1,65)(105 para 1,25X106
copias/ml, sendo considerado este valor o padrdo de carga viral mais elevada para a
realizagcdo da curva padrdo. Com os restantes padrdes utilizados a semelhanca da técnica
descrita (dilui¢cdes seriadas de 1 para 10 desta AD169), foram obtidos novos resultados

das cargas virais das amostras (Anexo VIII).

Com este novo ajuste da técnica in house verificou-se uma diferenca significativa das
cargas das amostras entre a técnica in house antes (Média=2,95;5=0,74) e depois do
ajustamento (Média=3,45;s=0,70), p<0,001 (Teste t para amostras emparelhadas)
(Figura 7). Continua a ndo se detectar qualquer sinal de amplificacdo nas quatro

amostras que apresentavam anteriormente um resultado negativo.
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Figura 7 - Representacdo grafica das médias das cargas virais obtidas pelas duas técnicas de
PCR em tempo real in house, antes e depois ajustamento.

3.5.4.1. Sensibilidade da técnica in house apés ajustamento

Determinou-se a sensibilidade deste novo método através de dilui¢des seriadas de um
controlo externo, sendo a ultima diluicdo detectada em medi¢des consecutivas de

261,47 copias de CMV por ml.
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3.5.5. Comparacao das técnicas de PCR em tempo real comercial e in house

ajustada

Apés comparacdo da técnica comercial com a técnica in house apds o ajustamento,
verifica-se que continua a existir uma boa e significativa correlacdo (Correlagdo de

Pearson=0,957, p<0,001) (Figura 8).
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Figura 8 - Correlagdo entre as cargas virais quantificadas pela técnica de PCR em tempo real in
house ajustada e pelo PCR em tempo real CMV HH6,7,8 R-gene.

Com este ajustamento da técnica in house, foi possivel a comparagdo das cargas obtidas
pelas técnicas (Teste t para amostras emparelhadas), ndo se tendo verificado uma
diferenca significativa entre os resultados da técnica in house ajustada

(Média=3,50;5=0,63) e da técnica comercial (Média=3,46;s=0,72), p=0,483) (Figura 9).

T
Técnica in house ajustada Técnica Chi HHE 7 8, R-gene

)

°

< 5007 - o
E

™

£ p=0 463

w

@

- . o
a

E 4m-

= o 3
3] 8
@

ad 8

=

=] = Is]
ﬁ 3,00 8 g
- o
- o o
s ©

o

0

k= o
™

o

4

Técnica de PCR em tempo real

Figura 9 - Representagdo grafica da diferenca das médias das cargas virais obtidas pela técnica
in house apds ajustamento e técnica comercial.
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3.6. Analise de Citocinas

Oito doentes dos 24 em estudo, tiveram apenas uma amostra colhida, por alta ou por

morte do doente, tendo sido excluidos da investiga¢do das concentracdes das citocinas.

3.6.1 Limites de sensibilidade e deteccao

Foram determinadas as concentracdes das 9 citocinas para cada amostra (Anexos IX e
X). Na tabela seguinte (Tabela 9), estdo referenciados os valores maximos e minimos de

quantificacdo, bem como os limites de deteccao para cada citocina estudada.

Limite de Deteccao Limite Superior de Limite Inferior de
(LD) (pg/ml) Quantificacdo (LSQ) (pg/ml) Quantificacdo (LIQ) (pg/ml)
IL-1a 0,3 4000 5,6
IL-1B 2,0 9500 13,9
IL-2 0,7 3600 15,1
IL-4 0,2 1900 2,3
IL-6 0,6 3200 5,0
IL-8 0.4 2000 2,8
IL-10 0,3 3350 4,9
INFa 1,2 7500 10,5
TNF-a 1,4 4000 5,8

Tabela 9 - Limites de deteccdo e de quantificacdo da técnica de leitura da concentracao das
citocinas.

A IL-2 ndo foi detectada em nenhuma das amostras analisadas, pois a sua concentracao
foi sempre inferior ao limite de deteccdo da técnica. As concentragdes da IL-l1o e do
INF-0, embora tenham, em metade das amostras estudadas, apresentado valores acima
do limite de deteccdo, estes eram inferiores ao limite de quantificacdo, ndo sendo
possivel a sua utilizacdo na comparacao ndo s6 entre os doentes com sépsis e os doentes
do grupo controlo sem processo inflamatério, como também nos doentes com sépsis que
reactivaram ou ndo o CMV.

As restantes citocinas foram detectadas em todas as amostras, existindo algumas com
valores de concentracdo entre o limite de deteccio (LD) e o limite inferior de
quantificacdo (LIQ). Para a comparacao das concentragdes das citocinas, principalmente
no grupo controlo, foram estabelecidos critérios para possibilitar a execucdo dos testes

estatisticos: (a) quando a concentragdo da citocina na amostra € superior ao LD mas
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inferior ao LIQ, a concentracdo considerada corresponde ao valor do LD dessa
citocinas; (b) quando a concentragdo € inferior ao LD, considerou-se que a concentragao

das citocinas correspondente a metade do valor do LD para essa citocina.

3.6.2. Analise das citocinas em doentes com processo inflamatério

3.6.2.1. Comparaciao dos Controlos e dos doentes com processo inflamatério

De forma a determinar se existe alguma diferenca nas concentracdes das citocinas em
doentes sem e com processo inflamatério, comparou-se a média das concentracdes
nestes dois grupos. No caso de doentes com processo inflamatério analisou-se a

concentracao das citocinas a entrada do estudo (Tabela 10, Figura 10).

Controlo (n=16) Doentes com processo inflamatoério Valor —p
Média (pg/ml) Minimo;Médximo  Média (pg/ml)  Minimo-Mdaximo

IL-1pB 3,00 1-16,21 20,45 12,42-58,16 <0,0011>X<
1L-4 0,16 0,1-0,2 2,75 0,20-4,12 <0,0011>X<

1IL-6 2,92 0,3-7,49 77,07 8,22-244,59 <0,001 L

1L-8 12,00 6,95-18,13 81,23 19,55-232,56 <0,0011*

IL-10 3,01 0,15-7,65 11,55 0,30-55,25 <0,0011>X<
TNF-a 4,29 0,7-19,78 22,86 7,42-69,05 <0,0011*

Teste U de Mann Whitney; *p<0,05

Tabela 10 - Comparagdo das concentragdes das citocinas nos grupos Controlo e Doentes com
processo inflamatério.
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Figura 10 - Representag@o grafica das distribui¢des das concentragdes das citocinas no grupo
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Através desta comparagdo, observou-se uma diferenga estatisticamente significativa

(p<0.05) entre as concentracdes nos individuos com e sem processo inflamatério, tendo

o primeiro concentragdes mais elevadas. Mas, sendo a reactivagcdo do CMV o principal

objectivo desta investigacdo, dividiu-se o grupo representante dos doentes com processo

inflamatério em dois subgrupos tendo em conta a ocorréncia ou nao de reactivagido do

CMV (Tabela 11, Figura 11).

11A Controlo Doentes com Reactivacao Valor - p
Média (pg/ml) Minimo;Maximo Média (pg/ml)  Minimo-Méaximo
IL-1B 3,00 1-16,21 22,31 12,42-58,16 <0,001"*
L4 0,16 0,1-0,2 2,98 2,68-4,12 <0,001"*
IL-6 2,92 0,3-7,49 86,79 8,26-244,59 <0,001"*
IL-8 12,00 6,95-18,13 77,93 19,55-197,48 <0,001"*
IL-10 3,01 0,15-7,65 9,81 6,10-15,65 <0,001"*
TNF-a 4,29 0,7-19,78 25,36 9,78-56,54 <0,001"*
11B Controlo Doentes com Reactivacao Valor — p
Média (pg/ml) Minimo;Maximo Média (pg/ml)  Minimo-Méximo
IL-1B 3,00 1-16,21 18,10 IL-1B <0,001"*
IL-4 0,16 0,1-0,2 2,85 IL-4 <0,001"*
IL-6 2,92 0,3-7,49 57,98 IL-6 <0,001"*
IL-8 12,00 6,95-18,13 80,35 IL-8 <0,001"*
IL-10 3,01 0,15-7,65 13,55 IL-10 <0,001"*
TNF-a 4,29 0,7-19,78 23,38 TNF-a <0,001"*

60,00 =

Concentragio da IL-1B {(pg/ml)
&
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=
=
=

1

"Teste U de Mann Whitney; *p<0,05

Tabela 11 - Comparagdo das concentragdes das citocinas nos grupos Controlo e Doentes com
reactivacdo (11A) e sem reactivacio (11B).
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Figura 11 - Representacdo grafica das distribui¢des das concentrag¢des das citocinas nos grupos:
Controlo, Doentes com Reactivacio e Doentes sem reactivagdo.

Presenciou-se uma diferenca significativa entre as concentragdes das citocinas no grupo
controlo e os doentes com sépsis e com reactivagdo do CMV (p<0,001), apresentando
estes ultimos concentragdes mais elevadas que os controlos. O mesmo se verificou

aquando a comparacgdo entre os controlos e os doentes com sépsis mas sem reactivagao

do CMV (p<0,001).

3.6.2.2. Evolucao dos doentes com processo inflamatério

Pela comparacdo da concentracdo das citocinas determinada para todos os doentes da
UCI diagnosticados com sépsis, observou-se que em todas as citocinas estudadas as
concentracdes eram mais elevadas que os controlos aquando a entrada do doente no
estudo. Para perceber a evolu¢do dos doentes em estudo, analisou-se e comparou-se a
média da concentragdo das vdrias citocinas ao longo das duas semanas de internamento

no hospital (n=14) (Tabela 12, Figura 12).

Doentes com processo inflamatorio

Entrada 2% Semana valor — p
Média (pg/ml) Minimo;Méximo Média (pg/ml) Minimo-Mdximo
IL-1B 20,93 15,89-58,16 19,01 16,76-29,17 0,594
IL-4 2,93 2,68-4,12 2,96 2,72-3,42 0,660"
IL-6 83,23 8,26-244,59 35,66 7,51-114,86 0,022"*
IL-8 80,11 19,55-232,56 83,63 10,21-285,16 0,594
IL-10 11,75 0,30-55,25 5,58 0,30-15,83 0,033
TNF-a 23,67 7,42-69,05 17,40 9,09-59,04 0,109'

'Teste de Wilcoxon, *p<0,05; 211 doentes exibiram uma concentracdo da citocina IL-6 superior na
entrada do estudo e os restantes 3 uma concentragdo superior na segunda semana de internamento.’11
doentes exibiram uma concentragdo da citocina IL-10 superior na entrada do estudo, 2 uma concentragdo
superior na segunda semana de internamento e 1 manteve a mesma concentragio.

Tabela 12 - Estudo da evolucdo dos doentes com processo inflamatdério durante as duas

primeiras semanas de internamento.
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Figura 12 - Representagdo grafica das distribuicdes das concentragdes das citocinas nos doentes
com processo inflamatdrio ao longo das duas semanas de internamento.

Ao longo das duas semanas de internamento dos doentes diagnosticados com sépsis na
UCI, a concentracdo da IL-6 e da IL-10 diminuiu, apresentando uma diferenca
significativa entre a concentracdo destas citocinas nos doentes a entrada do estudo e
ap6s duas semanas de internamento (p<0,05). Tanto a IL-6 como a IL-10 diminuiram
ao longo das duas semanas em grande parte dos doentes, havendo uma excepg¢do para
IL-6 em trés doentes (dois com reactivagdo e outro sem reactivagdo do CMV) e para a
IL-10 em dois doentes (um com reactivacdo e outro sem reactivagdo do CMV). Nas
restantes citocinas, é observada uma ligeira diminuicdo da IL-1p e do TNF-a, e um

ligeiro aumento da IL.-4 e da IL-8, mas estas diferencas nao sao significativas.

3.6.2.3. Concentracao das citocinas e a avaliacdo do quadro clinico dos doentes
com processo inflamatério ao longo das duas semanas de internamento

Fez-se a andlise da relacdo da concentracdo das citocinas tendo em conta o tempo de
internamento na UCI e no hospital, a classificagio APACHE II, a duragdo da ventilacdo

mecanica e a morte do doente (Tabela 13, Tabela 14).
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Tempo de Tempo de APACHE  Duracdo da

Internamento na UCI Internamento 11 ventilacao
Entrada
IL-18
Correlacio 0,068 -0,378 -0.067 -0,119
Valor-p 0,803" 0,149' 0,807 0,713
1L-4
Correlacio 0,334 0,304 -0,341 0,308
Valor-p 0,206' 0,253" 0,196 0,331
1L-6
Correlacio -0,024 0,035 -0,310 0,203
Valor-p 0,931 0,896 0,242! 0,527
1L-8
Correlacao 0,066 0,150 -0,099 0,119
Valor-p 0,807 0,578' 0,354 0,713
IL-10
Correlacao -0,028 0,088 -0,170 -0,168
Valor-p 0,918' 0,744 0,529' 0,602
TNF-a
Correlacao 0,013 0,201 0,248 -0,056
Valor-p 0,961 0,456 0,354 0,863'
22Semana
IL-18
Correlacio 0,015 0,219 -0,124 -0,042
Valor-p 0,958' 0,453" 0,674 0,907
1L-4
Correlacio 0,123 -0,126 0,018 -0,224
Valor-p 0,675 0,668' 0,952 0,533"
1L-6
Correlacao -0,055 0,099 0,108 -0,091
Valor-p 0,852 0,735 0,713 0,803"
1L-8
Correlacao 0,508 0,241 0,150 0,418
Valor-p 0,064 0,407 0,608' 0,229'
IL-10
Correlacao 0,307 0,058 0,445 0,176
Valor-p 0,286 0,844° 0,111% 0,627
TNF-a
Correlacao 0,174 0,267 0,223 0,164
Valor-p 0,553' 0,356 0,444 0,651

'Correcio de Spearman; “Correlacio de Pearson; *p<0,05

Tabela 13 - Distribuicdo da concentracio das citocinas dos doentes com processo inflamatério,
tendo em conta a evolug@o do quadro clinico do doente.

N3ao foi encontrada qualquer relacdo significativa entre a concentracao das citocinas € o

tempo de internamento na UCI e no hospital, APACHE II e dura¢do da ventilagdo.
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14A

Entrada

Sobreviventes Falecidos

valor —p
Média (pg/ml)  Minimo-Miaximo  Média (pg/ml) Minimo-Méaximo
IL-1B 21,83 12,42-58,16 17,42 16,66-15,89 0,221
1IL-4 2,72 0,2-4,12 2,82 2,68-3,00 0,583"
IL-6 64,53 8,57-238,56 104,65 8,26-244,59 0,661
IL-8 72,86 20,14-197,48 99,64 19,55-232,56 0,661
IL-10 13,84 5,81-55,25 6,50 0,3-9,97 0,180
TNF-a 26,66 7,42-69,05 16,68 9,78-23,44 0,583’
2? Semana
14B Sobreviventes Falecidos valor —p
Média (pg/ml)  Minimo-Miximo  Média (pg/ml) Minimo-Méximo
IL-1B 19,61 17,10-29,17 17,43 16,76-19,52 0,518’
1L-4 2,99 2,78-3,42 2,89 2,72-3,29 0,364’
IL-6 30,96 8,25-114,86 44,13 7,51-107,78 I’
IL-8 64,29 19,82-171,17 118,46 10,21-285,16 0,518
IL-10 4,99 0,3-10,12 6,63 0,30-15,83 I
TNF-a 19,28 9,09-59,04 14,02 9,38-20,03 0,898’

"Teste U de Mann Whitney, *p<0,05

Tabela 14 - Concentragdo das citocinas a entrada (14A) e ap6s duas semanas de internamento

(14B) nos doentes que sobreviveram e nos doentes que faleceram.

Quanto a andlise da concentracdo das citocinas tendo em conta a sobrevivéncia dos

doentes, nao foi encontrada nenhuma diferenca significativa, mesmo que se verifique

uma maior concentracdo da IL-8 a entrada do estudo, e das IL-6, IL-8 e IL-10 apds duas

semanas de internamento nos doentes que faleceram.

3.6.2.4. Relacio entre as varias citocinas ao longo do estudo

De forma a determinar se existe alguma relacdo entre as vdrias citocinas estudadas,

procedeu-se ao estudo da correlagdo das citocinas a entrada do estudo (Tabela 15).
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IL-4 IL-6 IL-8 IL-10 TNF- a

Entrada
IL-1p
Correlacdo (1) 0,226 0,309 0,426 JD 0,159
Valor-p 0,399’ 0,244 0,099’ 0,557'
IL-6
Correlacao (1) -0,103 1 ID JD JD
Valor-p 0,704
IL-8
Correlacdo (1) 0,556 0,071 1 JD JD
Valor-p 0,025"* 0,795
IL-10
Correlacao (1) -0,035 0,318 -0,153 1 JD
Valor-p 0,897 0,231 0,572
TNF-a
Correlacao (1) -0,174 0,185 -0,203 0,826 1
Valor-p 0,520’ 0,492' 0,451 <0,001"*
2°Semana
IL-1p
Correlacdo (1) 0,385 0,754 0,314 0,280 0,574
Valor-p 0,174' 0,002"* 0,274 0,332 0,032"*
IL-6
Correlagio (1) 0,449 1 ID 0,287 ID
Valor-p 0,107' 0,319’
IL-8
Correlacdo (1) 0,143 0,332 1 JD JD
Valor-p 0,626 0,246
IL-10
Correlacdo (1) 0,287 0,634 0,673 1 JD
Valor-p 0,319’ 0,015"* 0,008"*
TNF-a
Correlacdo (1) 0,462 0,516 0,108 0,263
Valor-p 0,096 0,059 0,714 0,364 !

'Corregio de Spearman *p<0,05; JD — ja determinado

Tabela 15 - Correlacdo entre as concentragdes das citocinas a entrada do estudo.

A entrada do estudo foi observada uma correlagio boa e significativa entre a IL-10 e o TNF-a
(r=0,826;p<0,001), e uma correlacdo mais baixa, mas significativa, entre a IL-4 e IL-8 (r=0,556;
p=0,025). Na segunda semana de internamento, é detectada uma correlagdo significativa entre
IL-1B com a IL6 (p<0,002) e o TNF- a (p=0,032) e a IL-10 com a IL-6 (p=0,015) e a IL-8
(p=0,008).
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3.6.3.Analise das Citocinas tendo em conta a reactivacao do CMV

3.6.3.1. Concentracao das Citocinas nos doentes com e sem reactivacio do CMV a

entrada do estudo

Procedeu-se a comparacdo das concentracdes das citocinas nos doentes com (n=8) e

sem reactivacdo (n=8) do CMV nas amostras colhidas a entrada do doente no estudo

(Tabela 16, Figura 13).

Doentes com reactivacao do CMV Doentes sem reactivacio do CMV

Média (pg/ml)  Minimo-Maximo Média (pg/ml) Minimo-Maximo Valor-p
IL-1B 22,80 12,42-58,16 18,10 15,89-20,22 0,721
1L-4 2,66 0,20-4,12 2,85 2,75-3,00 0,798’
IL-6 96,15 8,26-244,59 57,98 8,57-116,73 0,878
IL-8 82,10 19,55-197,48 80,35 20,14-232,56 0,959
IL-10 9,55 6,10-15,65 13,54 5,81-55,25 0,721
TNF-a 22,34 9,78-56,54 23,38 7,42-69,05 0,878’

"Teste U de Mann-Whitney; *p<0,05

Tabela 16 - Concentragao das médias dos doentes com e sem reactivacao a entrada do estudo.
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A entrada do estudo as concentragdes da IL-1p, IL-6 e IL-8 sdo superiores nos doentes

com reactivagdo do CMV, e as concentragdes da IL-4, IL-10 e TNF-a sdo superiores

nos doentes sem reactivacao. Contudo estas diferencas nao sao significativas (p>0,05).

3.6.3.2. Concentracao das Citocinas nos doentes com e sem reactivacao do CMV

apos duas semanas de Internamento

Sendo que a reactivagio do CMV ocorreu em média na segunda semana de

internamento, € que neste momento do internamento se conseguiu colher amostras a

todos os doentes, comparou-se a concentracdo ao fim de duas semanas de internamento

nos doentes com (n=6) e sem (n=8) reactivacdo do CMV (Tabela 17 e Figura 14).

Doentes com reactivacdo do CMV  Doentes sem reactivacio do CMV

Valor-p
Média (pg/ml) Minimo-Mdximo Média (pg/ml) Minimo-Méximo
IL-1B 20,22 16,76-29,17 18,09 17-10-19,80 0,491
IL-4 3,03 2,83-3,29 2,90 2,72-3,42 0,142’
IL-6 56,18 9,02-114,86 20,27 7,51-42,88 0,282’
IL-8 123,00 24,41-285,16 54,11 10,21-94,51 0,228
IL-10 7,39 0,30-15,83 421 0,30-7,66 0218
TNF-a 23,74 9,09-59,04 12,64 9,27-19,58 0,181

"Teste U de Mann-Whitney; “Teste T de student; * p<0.05

Tabela 17 - Concentragdo das médias dos doentes com e sem reactivagdo apds duas semanas

gde internamento.
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Embora esteja presente uma tendéncia para uma maior concentragdo em todas as

citocinas nos doentes com reactivacdo, quando comparando com a concentracdo dos

doentes sem a reactivacdo do CMV, nenhuma diferenca significativa é encontrada.

3.6.3.3. Evolucao da concentracao de citocinas nos doentes com reactivacio do

CMY durante as duas semanas de internamento

Para perceber se ao fim das duas semanas de internamento os doentes com reactivagao

N

apresentaram alguma alteracdo nas citocinas, procedeu-se a comparacdo dos dados

destes doentes a entrada do estudo e apds duas semanas de internamento (n=6) (Tabela

18, Figura 15).

Doentes com reactivacao do CMV

Entrada 2% Semana Valor-p
Média (pg/ml) Minimo-Méximo Média (pg/ml) Minimo-Mdaximo
IL-1B 24,71 16,66-58,16 20,22 16,76-29,17 0,463’
1IL-4 3,04 2,68-4,12 3,03 2,83-3,29 0,345
IL-6 116,90 8,26-244,59 56,18 9,02-114,86 0,249’
IL-8 79,79 19,55-197,48 123,00 24,41-285,16 0,324
IL-10 9,34 6,10-15,65 7,39 0,30-15,83 0,528
TNF-a 24,07 9,78-56,54 23,74 9,09-59,04 0,753

Tabela 18 - Evolugdo da concentragao das citocinas apds as duas semanas de internamento.

"Teste de Wilcoxon; “Teste t emparelhado; *p<0.05
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A anélise dos dados permitiu observar que em duas semanas a média das concentragoes
das citocinas diminui nos doentes com reactivacdo do CMV, com excepcao da IL-8 que

aumentou. Contudo as diferengas nao sao significativas (p>0,05).

3.6.3.4. Evolucao dos doentes que reactivaram o CMYV depois das duas semanas de

internamento

Nos doentes que reactivaram o virus apds a segunda semana de internamento (n=4), foi
possivel obter a tultima colheita antes da alta hospitalar ou morte do doente. Foi
realizada a comparagdo entre as concentracdoes obtidas nesta colheita, e a as
concentracdes obtidas a entrada do doente no estudo, para tentar perceber melhor a

evolucdo do doente (Tabela 19).

Doentes com reactivacao do CMV

Entrada Ultima amostra Valor-p
Média (pg/ml)  Minimo-Mdximo  Média (pg/ml) Minimo-Mdaximo

IL-1B 28,17 19,66-58,16 16,92 16,37-17,99 0,063’
1IL-4 3,10 2,68-4,12 2,96 2,88-3,11 0,715
IL-6 113,10 8,26-244,59 48,82 9,02-134,01 0,273’
IL-8 101,45 19,55-197,48 150,13 15,09-339,21 0,363
IL-10 8,54 6,10-10,76 6,39 5,30-8,47 0,251
TNF-a 26,70 9,78-56,54 19,15 15,28-25,49 0,489

Teste t emparelhado; “Teste de Wilcoxon; *p<0.05

Tabela 19 - Evolucao da concentraciao das médias até alta hospitalar ou morte do doente dos
doentes com reactivacdo do CMV.

Nao foi detectada uma diferenca significativa na evolu¢do da concentracio das citocinas nestes
doentes ao longo do seu internamento. Embora exista uma tendéncia para a diminui¢do da
concentracdo de todas as citocinas, exceptuando a IL-8, onde se verificou um aumento da

concentracao.

3.6.3.5. Evolucao da concentracio de citocinas nos doentes sem reactivacio do
CMYV durante as duas semanas de internamento

Para também perceber se ocorreu alguma mudanca nas concentragdes a entrada e apds
duas semanas de internamento nos doentes sem reactivacdo do CMV, comparou-se as

concentracdes nestes dois periodos de tempo (n=8) (Tabela 20, Figura 16).
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Doentes sem reactivacao do CMV

Entrada 2% Semana Valor-p
Média (pg/ml) Minimo-Méaximo Média (pg/ml) Minimo-Méaximo
IL-1B 18,10 15,89-20,22 18,10 17,10-19,80 0,979
IL-4 2,85 2,75-3,00 2,90 2,72-3,42 0,779°
IL-6 57,98 8,57-116,73 20,27 7,51-42,88 0,023"+
IL-8 80,35 20,14-232,56 54,11 10,21-94,51 0,093’
IL-10 13,56 0,30-55,25 4,21 0,30-7,66 0,043%
TNF-a 23,38 7,42-69,05 12,64 9,27-19,58 0,093’

"Teste T emparelhado; “Teste de Wilcoxon; *p<0.05; *6 doentes exibiram uma concentragio da
citocina IL-10 superior na entrada do estudo, 1 doente apresentou uma concentracio superior na segunda
semana de internamento e 1 doente apresentou uma concentragdo igual.

Tabela 20 - Evolugao da concentracao das médias dos doentes sem reactivagdo do CMV.
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Figura 16 - Representacdo grafica das distribuicdes das concentragdes das citocinas nos doentes
sem reactivacdo a entrada do estudo e apds duas semanas de internamento.

Ao longo das duas semanas de internamento a concentragao das citocinas nos doentes
sem reactivacdo do CMV diminuiram, com excepcdo da IL-4. Contudo apenas duas
apresentam uma diferenca estatisticamente significativa, a IL-6 (p=0,023) e IL-10

(p=0,043).
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3.6.3.6. Concentracido das citocinas tendo em conta o tempo de reactivacio do
CMV

Consoante as amostras recolhidas dos doentes com reactivacdo do CMV, foi possivel
analisar a evolucdo das concentragdes das citocinas uma (n=3) a duas (n=3) semanas
antes da reactivacdo, de forma a tentar encontrar alguma relagdo entre a reactivagao e
alguma das citocinas analisadas. Para esta comparacdo foram utilizadas as
concentracdes das citocinas nas primeiras amostras positivas para o CMV de cada

doente, e as amostras negativas uma e duas semanas antes desta reactivacao.

3.6.3.6.1. Reactivacao ao longo de uma semana

Foram analisadas as concentra¢des das citocinas nas amostras negativas e positivas para

0 CMV com uma semana de intervalo (Tabela 21).

Intervalo de uma semana

Amostra Negativa Amostra Positiva Valor-p
Média (pg/ml) Minimo-Maximo Média (pg/ml) Minimo-Maximo
IL-1B 18,29 17,30-19,52 17,23 16,37-8,41 0,424°
IL-4 2,85 12,73-3,01 2,99 2,94-3,11 0,285
IL-6 124,41 26,90-232,56 228,31 14,78-642,75 I
IL-8 108,58 12,63-285,16 78,41 15,09-154,34 0,616°
IL-10 12,20 5,41-15,83 23,74 5,34-59,93 0,593’
TNF-a 22,62 20,03-25,00 27,33 20,52-35,99 0,347°

'Teste de Wilcoxon; “Teste t para amostras emparelhadas

Tabela 21 - Relag@o da concentragdo das citocinas entre uma amostra negativa e uma positiva
para o CMV com uma semana de intervalo.

Em nenhuma das citocinas estudadas foi determinada uma alteracdo significativa da
concentracdo entre as amostras negativa e positiva com uma semana de intervalo,
embora haja um visivel aumento da concentracdo da IL-6 ao fim de uma semana para o

dobro do valor.

3.6.3.6.2. Reactivacao ao longo de duas semanas

Comparou-se as concentracdes das citocinas entre uma amostra negativa e a primeira

amostra positiva com duas semanas de intervalo (Tabela 22).
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Intervalo de duas semanas

Amostra Negativa Amostra Positiva Valor-p
Média (pg/ml)  Minimo-Mdximo Média (pg/ml) Minimo-Méaximo
IL-1B 18,04 16,76-19.,05 17.2 16,59-18.09 0.320'
IL-4 2,98 2,78-3,29 2,97 2,88-3,11 0,976'
IL-6 72,75 11,51-84,44 37,45 14,78-78,5 0,423
IL-8 84,98 39,28-140,81 90,34 15,09-164,14 0,887
IL-10 7,45 4,91-10,12 6,31 5.82-7,16 0,535
TNF-a 17,21 9,78-22,91 15,77 11,54-20,52 0,475

'Teste t para amostras emparelhadas

Tabela 22 - Relacdo da concentracdo das citocinas entre uma amostra negativa € uma positiva
com duas semanas de intervalo.

Nao foi encontrada qualquer alteragcdo significativa na concentracdo entre as amostras
negativa e positiva com duas semanas de intervalo. A IL-8 € a unica citocina em que €
detectado um aumento da concentracdo ao longo das duas semanas, embora ndo

significativa.

3.6.3.7. Concentracao das citocinas e carga viral

Para estudar a relacdo da carga viral e da concentragdo das citocinas, procedeu-se a
andlise das médias das citocinas entre a carga viral mais baixa e a carga viral mais alta

nos doentes com mais do que uma amostra positiva (n=3) (Tabela 23).

Carga viral mais baixa Carga viral mais alta Valor-p
Média (Min-Mdx) Média (Min-Méx)

IL-18 19.11 (17,51-21,74) 18,03 (17.29-19,00) 0.319'
IL-4 2,86 (2,83-2,88) 2,86 (2,84-2,88) 0,939’
IL-6 39,90 (10,42-78.5) 52,41 (9,02-134,00) 0,628’
IL-8 119,26 (45,01-163,14) 168,24 (54,86-339,21) 0,530’
IL-10 7,28 (6,27-8,41) 4,94 (0,30-8,47) 0,507
TNF-a 12,01 (11,54-12,59) 11,05 (8,73-15,32) 0,707

'Teste t para amostras emparelhadas

Tabela 23 - Relacdo entre a carga viral e a concentracg@o das citocinas.

As concentracdes das citocinas IL-1f, IL-10 e TNF-a tém tendéncia para ser superiores
aquando uma carga viral mais baixa, mas esta diferenca ndo € significativa (p>0,05). O
mesmo acontece nas citocinas IL-6 e IL-8, que embora sejam mais elevadas no pico da
carga viral, a diferenca para com as cargas mais baixas nio € significativa (p>0,05).
Também nao foi encontrada qualquer correlagdo significativa entre as concentragdes das
vdrias citocinas obtidas nas amostras de carga viral superior e inferior do doente (Anexo

X).
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4.Discussao de Resultados e Conclusao

Que seja do nosso conhecimento, até a data nunca se tinha realizado uma investigacao
em Portugal que determinasse a taxa de reactivacdo do CMV em doentes das Unidades
de Cuidados Intensivos. Estes doentes mesmo ndo sendo alvo de uma forte
imunossupressdo, tém sido comparados, quanto a reactivagdo deste virus, a outros
doentes em risco, como € o caso de doentes transplantados (24).

Através deste estudo realizado em doentes diagnosticados com sépsis na UCI,
demonstrou-se que a reactivagdo do CMV nestes doentes € possivel de suceder e com
uma taxa de reactivacdo de 36,4 %, na auséncia de qualquer factor identificavel de
imunossupressao. Esta incidéncia da reactivagdo é concordante com a média (36,74%
(32,4-40,7%) de outros estudos realizados até a data em doentes internados na UCI,
utilizando o mesmo método de pesquisa de infec¢do activa por CMV — técnica de PCR
em tempo real (30, 72, 73, 98, 104). Estudos que utilizam a antigenémia como técnica
de deteccdo de infeccdo activa, apresentam uma média da taxa de reactivagcdo
ligeiramente mais baixa, com cerca de 29,78% (17-39,7%) (30, 82, 182, 183).

Nesta investigacdo, a infeccdo activa por CMV ocorreu em média 16 dias apds o
internamento do doente com sépsis, determinada pela média dos dias da primeira
amostra de cada doente com presenga do ADN do CMV. O acompanhamento dos
doentes continuou apds a sua transferéncia da UCI para outros servigos hospitalares.
Como tal, o periodo de reactivacdo do CMV de 16 dias pode ser comparado com o de
24,5 dias obtido por Heininger e colaboradores (73), com o mesmo desenho de estudo e
técnica de deteccdo do virus, embora em doentes apenas com diagndstico de sépsis
grave. Se a andlise incluir apenas os doentes que reactivaram o CMV durante o seu
internamento na UCI, a reactivag¢do ocorre nas duas primeiras semanas de internamento,
tal como concluiram dois estudos realizados pela mesma equipa, embora com técnicas
de detecc¢ao diferentes (182, 183), em doentes diagnosticados com choque séptico.

A classificagdo de gravidade do estado clinico do doente — APACHE II — nao foi
relacionada com a reactivacdo do CMV e, embora seja um resultado concordante com
Kutza e colaboradores (98), a pequena amostragem desta investigacdao poderd ter

condicionado estes resultados e os que serdo discutidos seguidamente. Quando
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analisando doentes com um quadro mais grave de sépsis — choque séptico — ndo existe
consenso na relacao do sistema de classificacao e reactivacao (20, 182, 183).

Muitos estudos em doentes internados na UCI (34, 82, 104, 189) e em alguns casos,
mais concretamente, doentes diagnosticados com sépsis (73) ou choque séptico (186),
sugeriram que a reactivacdo do CMV nos doentes condiciona o tempo de permanéncia
na UCI, aumentando o periodo de internamento neste servico hospitalar. Contudo, na
presente investigacdo ndo foi detectada qualquer relagdo entre a presenga do virus e a
duracdo da permanéncia na UCI. No entanto, se se tiver em conta todo o periodo de
internamento hospitalar, desde a entrada na UCI até a alta hospitalar ou morte do
doente, foi encontrada uma diferenca significativa entre os doentes com e sem
reactivacdo do CMV (respectivamente 30 e 17 dias), a semelhanga de outros estudos
realizados em doentes com quadros mais graves de sépsis (73, 24) ou em doentes de
uma UCI cirdrgica (34).

A necessidade de ventilacdo mecanica durante o internamento tem sido muito associada
a reactivacdo do CMV, sendo que estes doentes com ocorréncia de reactivagdo tém
maior duracdo de ventilacdo assistida (34, 82, 182, 183). Vdrios ensaios (31, 73)
estudaram a presenca do CMV ndo s6 no sangue mas também em lavados
broncoalveolares, tendo sido o virus detectado mais precocemente nestes ultimos.
Brenner e colaboradores (24) também estudaram a presenca de CMV em secrecdes da
traqueia e no sangue, tendo sido detectado em mais amostras de secre¢des da traqueia
que no sangue, onde apenas 9 dos 12 doentes apresentaram resultados positivos em
ambos os tipos de amostras estudadas. Na presente investigacao, embora 7 (87,5%) dos
doentes com reactivacido tenham necessitado de ventilagdo mecanica, opondo-se aos 9
(64,3 %) dos doentes sem reactivagdo, ndo foi encontrada uma diferenca significativa na
necessidade e duracdo da ventilacdo mecénica entre estes dois grupos de doentes.

Nao se obteve qualquer relacao entre a morte do doente e a reactivagdo, a semelhanca
de outros estudos (31, 73, 182).

Limaye e colaboradores (104) determinaram em doentes da UCI, que a carga viral do
CMV pode fortemente influenciar o quadro clinico do doente, chegando a mesma
conclusdo outros autores que estudaram a reactivagdo do CMV num grupo de doentes
internados da UCI (20). A infec¢do nestes estudos foi estabelecida pela presenca de

ADN de CMV em amostras de plasma, sendo que doentes com cargas virais mais altas
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(>1000 copias de ADN de CMV por ml) apresentavam um quadro clinico mais grave,
nomeadamente um maior tempo de internamento hospitalar € uma maior taxa de
mortalidade. Na tentativa de encontrar uma semelhante relacdo no que diz respeito a
doentes diagnosticados com sépsis, procedeu-se também a comparacdo dos quadros
clinicos dos doentes com reactivagdo do CMV com cargas superiores e inferiores a
1000 cépias de ADN de CMV por ml. Mas com apenas trés doentes com carga superior
a 1000 cépias/ml ndo se obteve qualquer relacido na necessidade e duracdo da ventilacao
mecanica, no tempo de internamento na UCI e no hospital e na mortalidade nestes.
Quando se relacionou o pico da carga viral obtida por cada doente com reactiva¢do do
CMV com o quadro clinico do doente ao longo do seu internamento, nenhuma relagao
foi encontrada, embora os doentes que faleceram apresentassem uma tendéncia para um

maior nimero de cépias de ADN/ml, mas sem diferenca significativa, como também o

comprovaram Chilet e colaboradores (31).

Durante a sépsis ocorre a libertacdo de citocinas desencadeando todo um processo pro-
e anti-inflamatoério, em parte responsdvel pela evolucdo do quadro clinico do doente
(60). Neste estudo fez-se a pesquisa de nove citocinas — IL-1a, IL-1B, IL-2, 1L-4, IL-
6,IL-8,IL-10, TNF-a e IFN-y — escolhidas, a semelhanca de outros estudos, por todas
estarem implicadas em algum momento do processo inflamatério (23, 115). Algumas
destas citocinas ndo foram detectadas em nenhum dos doentes (IL-2), ou apenas foram
detectadas em menos de 50% dos doentes (IL-1a e IFN-y). As restantes citocinas
apresentaram, nos doentes diagnosticados com sépsis, concentragdes mais elevadas que
no grupo de controlo, demonstrando a existéncia destas citocinas em concentracdes
mais elevadas na ocorréncia de um processo inflamatério, como estd descrito na
literatura (126, 174). Ao longo das duas primeiras semanas de internamento, detectou-se
uma diminui¢do significativa da concentracao da IL-6 e da IL-10 nestes doentes.

Embora exista esta produgdo significativa de citocinas nos doentes com Pprocesso
inflamatério, ndo se detectou nenhuma relagdo entre as citocinas e o tempo de
internamento na UCI e no hospital, e o tempo de duracdo da ventilagio mecanica. Em
alguns estudos os sistemas de classificacio de gravidade da doenca e a morte do doente
sdo correlacionados com citocinas, nomeadamente com as IL-6, IL-8 e TNF-a (23, 39,

115), o que ndo aconteceu na presente investigacdo, embora se detectassem, sem
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diferenca significativa, concentragcdes superiores da IL-6 e IL-8 nos doentes que ndo
sobreviveram. Os doentes que faleceram apresentaram um quadro clinico mais grave,
contudo apenas a relagcdo entre o sistema de classificacdio APACHE II e a faléncia de
um ou mais 6rgaos foi significativa, sendo que doentes com faléncia de um ou mais
orgdos tém uma classificacdo APACHE II mais elevada (p<0,05).

Embora a IL-10 seja uma citocina anti-inflamatéria, em que a principal fungdo € a de
inibir a produgdo de citocinas pro-inflamatérias (129), foi encontrada durante o estudo
uma correlagdo significativa positiva entre a IL-10 e o TNF-a (a entrada do estudo), e a
IL-10 com a IL-6 e a IL-8 (ambas apds duas semanas de internamento) corroborando
assim outros autores que realizaram estudos com doentes com quadros mais graves de
sépsis e choque séptico, que também detectaram uma correlagdo positiva entre estas
citocinas (54, 61, 103). Também foi encontrada uma moderada correlagdo entre uma
citocina anti-inflamatéria, IL-4, e uma pro-inflamatéria, 1L-8; deve, no entanto, ser

referido que o papel da IL-4 em infec¢des sistémicas ndo € ainda claro (129).

Virias destas citocinas estudadas t€ém sido apontadas como possiveis responsaveis pela
reactivacdo do CMV num quadro de sépsis, sendo que ao serem libertadas em resposta a
infeccdo, activam o NF-kB, que por sua vez permite a expressdo dos genes virais e,
consequentemente, um ciclo viral completo (35). Também tem sido referido a
importancia destas citocinas, nomeadamente a TNF-a em doentes com transplantagao

de medula 6ssea (142).

No presente estudo, ndo foi observada qualquer alteracdo nos doentes com processo
inflamatério tendo em conta a reactivagdo do CMV, a entrada ou durante o
internamento dos doentes com e sem reactivacdo do virus, em semelhan¢a com o
determinado por Brenner e colaboradores (24), que determinaram ndo haver diferenca
significativa entre a IL-6 e o TNF-a entre os doentes com e sem reactivagdo. Também
Kutza e colaboradores (98) nao observaram qualquer diferenca entre a IL-1B e a IL-6,
embora tenham relatado uma diferenga significativa na concentracdo do TNF-a entre os
doentes com e sem reactivagdo do CMV.

Na evolucao das duas primeiras semanas de internamento ndo foi detectada nenhuma

alteracdo significativa na concentragdo das citocinas nos doentes com reactivagao,
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sendo que todas as citocinas apresentaram uma diminuicdo da concentragdo,
exceptuando a IL-8. Se considerarmos o periodo destes doentes desde a entrada até a
sua ultima amostra colhida, ou seja, se avaliarmos todo o internamento para além das
duas semanas, nomeadamente nos doentes que reactivaram o CMV apds as duas
semanas, também € a IL-8 a citocina que aumenta a sua concentragdo, embora sem
nenhuma diferenca significativa. A permanéncia desta citocina ao longo do
internamento do doente e, em alguns casos, 0 aumento da sua concentracao no mesmo
periodo de tempo, podera ser consequéncia da inducdo da producdo desta citocina pelo

CMV (121).

Para determinar se a presenga de alguma das citocinas estudadas influencia ou ¢é
influenciada pela reactivacio do CMV, compararam-se as concentracdes das citocinas
nas amostras de maior e menor carga, € no intervalo de uma ou duas semanas antes do
episddio de reactivacdo, nao se tendo verificado nenhuma diferenga significativa. Estes
resultados estdo de acordo com um estudo anterior, onde nio foi detectada uma
diferenca no TNF-a com a reactivacdo do CMV (31). Nas amostras de maior carga viral
existe um aumento da IL-6 e da IL-8, o que poderéd ser explicado ou pelo efeito do
sistema imune do doente em resposta ao virus, ou pela presenca do préprio virus, sendo
que em alguns estudos in vitro referem que o CMV induz a produgdo destas duas

citocinas (3, 26, 121).

Foram realizadas, no presente estudo, as pesquisas de ADN de CMV por duas técnicas
de PCR em tempo real, uma técnica in house e outra comercial. Embora possuissem
uma boa correlacio, o nimero de copias detectado pela técnica comercial foi
significativamente superior ao detectado pela técnica in house. Apds ajustamento da
técnica in house, através do acerto da concentracdo do padrdo utilizado nesta técnica, a
correlagdo ndo s6 se manteve boa e significativa, como deixou de existir diferenca entre

estas duas técnicas.
Um doente foi incluido no estudo de comparagao das técnicas de deteccio de ADN de

CMV no inicio da investigacdo, tendo obtido cargas viras elevadas logo a entrada do

estudo (>90 000 cépias/ml). Contudo, o doente teve que ser posteriormente excluido na
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andlise dos doentes com processo inflamatdrio e com reactivagdo do CMV por se tratar

de um individuo imunocomprometido.

Existem vdrias limitagdes na presente investigacdo que impossibilitaram a observacao
de dados estatisticamente significativos, nomeadamente a baixa amostragem, visto que
apenas se conseguiu detectar tendéncias em alguns casos. Seria necessario alargar a
amostra para um maior nimero de participantes, de forma a comprovar se as tendéncias
observadas sdo de facto significativas e, se aumentando a amostragem, algumas das
conclusdes seriam concordantes com os estudos jad existentes € com um maior nimero

de participantes.

No entanto, apesar das limita¢des indicadas anteriormente, as conclusdes obtidas estdo
em concordancia com alguns estudos realizados com maiores amostragens. Estes
estudos realizados até a data, em doentes internados em UCI, e mais concretamente em
doentes diagnosticados com sépsis, ndo sdo concordantes em todos os dados avaliados.
Os diferentes desenhos de estudo, as diferentes populagdes da UCI e as varias técnicas
de deteccdo utilizadas, podem condicionar a discrepancia dos resultados, tornando a
infecgdo por CMV e o seu possivel envolvimento no quadro clinico do doente, um

assunto ainda muito controverso (105).

No presente estudo, e a semelhanca dos mencionados até ao momento, embora se tenha
detectado uma reactivagdo do virus numa populacdo de individuos com uma
imunossupressao transitéria, que condiciona o aumento do tempo de internamento do
doente no hospital, essa reactivacdo nao influenciou os restantes indicadores da
evolucdo do quadro clinico dos doentes, nomeadamente a morte destes. Logo, a
reactivagdo do CMV podera ser apenas um sinal da imunossupressao transitoria nestes
doentes, ndo sendo considerada como agravante do seu estado clinico. Se se
considerasse o CMV como agravante, a terapéutica antiviral teria indicacdes claras; no
entanto, sem a presenca de um estudo conclusivo sobre as consequéncias clinicas dos
doentes com reactivacio, ndo é recomendado o tratamento destes doentes com antivirais
devido a sua toxicidade.

E de realcar que neste estudo foi possivel observar uma concentracio de citocinas

elevadas aquando na presenca de um processo inflamatério como a sépsis. Nao se
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verificaram, contudo, diferencas entre a concentracdo das citocinas nos doentes com e
sem reactivacdo do CMV, como também ndo foi possivel detectar nenhuma relacdo
entre a concentragdo das citocinas e a presenca do virus. No entanto certas tendéncias
foram observadas nos doentes com reactivacdo, como a producio continua da IL-8, que
podera ser efeito da presenca do virus, conclusdo a que chegaram outros estudos acima

mencionados.

O presente estudo confirmou que a reactivagdo estd presente neste grupo de doentes da
UCI, condicionando o seu tempo de permanéncia no hospital. Contudo, ndo foram

encontrados perfis especificos de citocinas antes e durante a reactivagao.
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6.ANEXOS



Anexo I — Consentimento Informado

Infeccao activa pelo virus citomegalico humano em doentes internados com sépsis

numa Unidade de Cuidados Intensivos

FOLHA DE INFORMACAO

O virus citomegdlico humano (CMV) tem sido descrito como um potencial factor de
agravamento nas situacdes de sépsis, embora esta seja uma matéria sobre a qual ainda

persistem muitas davidas.

No sentido de tentar esclarecer esta relagdo, a Faculdade de Ciéncias Médicas e o

Hospital da Luz pretendem iniciar um estudo para o qual solicitavam a sua colaboracao.

Neste estudo, seriam utilizadas amostras de sangue, colhidas para as anélises de rotina
durante o seu internamento, para a realizacdo de umas andlises especiais ligadas ao
estudo. E importante realgar que ndo serdo efetuadas colheitas de propdsito para o
estudo, mas sim serd feito aproveitamento das amostras colhidas por rotina. Serd para a
realizacdo destas andlises que solicitamos a sua autorizac¢do e para que os resultados das
mesmas possam ser utilizados para este estudo cientifico. Os dados obtidos com os seus
resultados serdo mantidos confidenciais, o que significa que se forem submetidos a

publicacdo o anonimato dos doentes serd mantido.

Poderad desistir do estudo a qualquer momento, se assim o entender.
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Infeccao activa pelo virus citomegalico humano em doentes internados com sépsis

numa Unidade de Cuidados Intensivos

PROTOCOLO DE CONSENTIMENTO INFORMADO

Eu abaixo assinado (nome COMPIELO) ....ccuvevrriiieiiiiiiiiiieeiiie ettt

.............................................. , declaro que autorizo a realizacdo de andlises ao sangue
que vao avaliar a presenca do virus citomegalico humano e o grau de inflamagdo, com o
objectivo de participar num estudo sobre a infeccdo activa pelo virus citomegdlico

humano nos doentes com sépsis.

Fui informado que posso desistir do processo sempre que for essa a minha decisdo, sem

que dai resulte qualquer repercussdo sobre o meu seguimento.

Os registos dos resultados poderdo ser consultados pelos responsdveis cientificos do
Projecto de Investigacdo e ser objecto de publicacdo, mas os dados de cardcter pessoal

serdo sempre considerados estritamente confidenciais

Lisboa ....... [, [,

A S S N ATUT A, ettt ————
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Anexo II - Protocolo de Extraccio do ADN utilizando o Kit de
Purificacao JetQuick® Genomic DNA, Genomed, L.ohne, Alemanha.

A técnica deve ser executada segundo o protocolo de MiniPrep.

1.

[9S)

7.
8
9.

10.
11.

12.
13.

14.

15

17.

18.

19

22.

23.
24.

Antes de iniciar o protocolo pratico, reconstituir os reagentes necessarios:
a. Kx e K2 com etanol absoluto de acordo com as indicagdes nos rétulos
dos reagentes, guardando os reagentes a temperatura ambiente;
b. Genomed Protease com 4gua destilada até uma concentracdo final de
20mg/ml, guardando a -20°C.
Preparar as amostras dos doentes a analisar, colocando 200 ul da amostra num
tubo de 1,5 ml.
Ligar o termobloco a 58°C;
Adicionar os reagentes pela ordem indicada ao tudo de 1,5 ml que contém a
amostra, agitando-o sempre no vortéx sempre que se colocar um novo reagente:
1.° Genomed Protease — 20 ul
2.°RNase A — 10 ul
3.° Tampao Kx - 200 pl

. Colocar o tubo com a mistura no termobloco a 58°C e incubar durante 10

minutos;

Adicionar 200 pl de Etanol 96-100% e agitar no vortex;

Observacao: Agitar imediatamente no vortex de modo a prevenir a precipitagao
dos acidos nucleicos.

Colocar a coluna JetQuick sobre o tubo de 2 ml, ambos fornecidos pelo kit.

. Adicionar sobre a coluna a mistura anterior;

Centrifugar durante um minuto a 10,000 x g;

Descartar o liquido que se encontra no tubo de 2 ml;

Adicionar 500 pl de tampao Kx;

Centrifugar durante um minuto a 10,000 x g;

Descartar o liquido que se encontra no tubo de 2 ml e voltar a colocar a coluna
sobre o tubo;

Adicionar 500 pl de tampao K2;

. Centrifugar durante um minuto a 10,000 x g;
16.

Descartar o liquido que se encontra no tubo de 2 ml e voltar a colocar a coluna
sobre o tubo;

Centrifugar a coluna durante um minuto a 12 000 x g, para libertar a membrana
de silica de qualquer liquido residual;

Colocar a coluna sobre um novo tubo estéril de 1,5 ml;

. Pré-aquecer a 50 ul de 10 mM Tris-HCI pH 8,5 a 70°C;
20.
21.

Adicionar na coluna e deixar durante 2 minutos a temperatura ambiente;
Centrifugar a coluna a temperatura ambiente a 10 000 x g durante 2 minutos
para a eluicao do ADN;

Para obter um mais ADN, efectuar uma segunda elui¢do para um novo tubo
esterilizado, centrifugando a coluna de acordo com o passo anterior. Este passo é
opcional;

O tubo de 1,5 ml possui ADN purificado. Descartar a coluna;

Guardar o ADN a -20°C.
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Anexo III - Procedimento da PCR em Tempo Real utilizando o kit
CMYV HHV6,7,8 R-gene™ ref.:69-100

1. Utilizar para cada amostra e padriao a analisar uma mistura de amplificaciao consiste
em 15 pl da premix RS com 10 ul da amostra, tendo em conta que a premix de
amplificacdo para o CMV (RS) estd pronta a utilizar.

2. Realizar uma curva padrao utilizando quatro antigénios-padrdao de quantificacido — 2
500 (QS4), 25 000 (QS3), 250 000 (QS2) e 2 500 000 (QS1) cépias de CMV/ml.
Observacao: Ter em conta que o valor atribuido a cada padrao dependera do volume
de extrac¢do da amostra inicial (sangue total) e do volume da eluic@o final, neste
caso 200 ul e 50 pul, respectivamente;

3. Utilizado um controlo negativo IC2W0, que resulta da extrac¢do da dgua (W0) com
o controlo interno IC2, ambos fornecidos pelo kit.

4. ApoOs a preparagdo da placa, programar o aparelho de RT-PCR ABI PRISM 7500
(Applied Biosystem) com o seguinte programa de amplificacao:

a. Activacdo da Taq Polimerase durante 15 minutos a 95°C;
b. 45 ciclos de desnaturacdo durante 10 segundos a 95°C e hibridagdo e
extensdo durante 40 segundos a 60°C.
Observacao: O Controlo IC2WO0 serd o unico poco onde a leitura serd efectuada a
530 e a 560 nm. As restantes serdo todas a 530 nm.
5. Para os resultados serem validados, devem existir as seguintes condicoes:
¢ Nenhum sinal de amplificacdo no IC2WO0 a 530nm
¢ Amplificagdo no IC2W0 a 560nm com CT igual ou inferior a 32 ciclos;
e (O Padrio QS3 devera ter um valor de CT entre 30 e 35 ciclos;
® O slope da curva padrdo devera ser superior a -3,917 e inferior a -3,103.
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Anexo IV - Protocolo da técnica de ELISA Multiplex utilizando o Q-
PlexTM Array Chemiluminescent

1.

2.

Reconstituir os reagentes necessarios para o procedimento.

a) O Antigénio Padrio € reconstituido de acordo com cada kit especifico.
Neste caso o Antigénio foi reconstituido com 500ul de Diluente de Amostras.
Apos agitacao da mistura, esta esta pronta a ser utilizada.

b) A Solucio de Lavagem deve ser reconstituida com 950 ml de Agua
Destilada para 50 ml de Solucdo de Lavagem:;

c) Preparar uma curva padrao de oito pontos a partir do antigénio padrao,
sendo que o ponto mais elevado da curva padrdo corresponde ao antigénio
padrao sem qualquer diluicdo. Os restantes seis pontos da curva serdo
diluicdes seriadas de 1:3 do antigénio padrdo, sendo que o Diluente de
Amostras constitui o ultimo ponto ou ponto zero da curva padrdo. Utilizar o
Diluente das Amostras padra as dilui¢des, tal como € indicado na figura 3.

60 ul 60 pl 60 l 60 l 60 pl 60 i

Ty

Antigen Sample
Standard Diluent

Figura 17 - Esquema das dilui¢des seriadas do antigénio padrao

Proceder a preparacao das amostras de soro, diluindo-as 1:2 com Diluente das
Amostras;

Observagodes: A realizacdo deste passo minimiza as interferéncias. Se € esperada

3.

uma elevada concentracdo de citocinas nas amostras, usar o Diluente de
Amostras, de modo a diluir ainda mais as amostras.
Em cada poco adicionar 50 pl dos padrdes e amostras

Observagdes: Nao exceder os 10 minutos a colocar todos os padrdes e amostras na

4.

placa.

Tapar a placa e colocd-la sobre um agitador horizontal durante uma hora a
temperatura ambiente.

Proceder a trés lavagens da placa, manuais ou automadticas. Para este
protocolo as lavagens realizadas serdo apenas de procedimento manual.

a) ApoOs incubagdo, verter a placa para um recipiente proprio e agitar
agressivamente de forma a ndo ficar retido qualquer vestigio de liquido na
placa;

b) Colocar Solugcdao de Lavagem num recipiente préprio para uma pipeta
multicanal, com por exemplo, um pequeno tabuleiro;

¢) Com auxilio de uma pipeta multicanal pipetar 200 a 300 ul de Solugao de
Lavagem em todos os pog¢os da placa;

86



10.

11.

12.

d) Verter o conteido da placa para um recipiente préprio e agitar
vigorosamente de forma a ndo haver qualquer vestigio da Solucdo de
Lavagem. Fica assim concluida a primeira lavagem;

e) Efectuar mais duas lavagens, repetindo os passos c¢) e d) duas vezes,
sendo que na ultima lavagem assegurar que nao permanece qualquer residuo
de Solucdo de Lavagem;

f) Se permanecer algum residuo de solucdo de lavagem, verter a placa e
agitar vigorosamente contra um papel de forma a remover qualquer excesso
de Solu¢ao de Lavagem.

Ap6s a lavagem da placa, adicionar o 50 pl de Anticorpo de Deteccdo a cada
poco da placa.

Tapar a placa e colocéd-la sobre um agitador horizontal durante uma hora a
temperatura ambiente;

Ap6s o tempo de incubacdo efectuar trés lavagens, repetindo o processo
efectuado no passo 6 do protocolo;

Ap0s as lavagens, adicionar 50 ul de Estreptavidina HRP 1x em cada pogo da
placa;

Tapar a placa e colocd-la sobre um agitador horizontal durante quinze
minutos a temperatura ambiente;

Ap6s o tempo de incubagdo efectuar seis lavagens, repetindo o processo
efectuado no passo 6 do protocolo;

Reconstituir o Substrato, adicionando num eppendorf 3 ml do Substrato A e 3
ml do Substrato B e agita-lo de seguido;

Observacdes: O Substrato € sensivel a luz, para tal deve-se proteger o Substrato,

13.

14.

15.

tentando minimizar a sua exposi¢ao a luz. Por exemplo, envolver o eppendorf
em papel de aluminio.

Adicionar 50 ul do Substrato preparado no passo anterior em cada pogo da
placa;

No aparelho Chemidoc XRS capturar as imagens aos 30, 60, 90, 120 e 180
segundos;

Analisar as imagens obtidas no software Q-View.
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Anexo V - Dados colhidos durante o estudo

Tempo de Tempo de o Duracido
Doente Género Idade APACHE intername permanénci Ventl}a?ao Qa ) Morte do
II nto Mecanica  Ventilagdo  Doente
hospitalar ana UCI mecéanica

1 Masculino 79 20 36 27 Sim 0,54 Nio
3 Masculino 59 14 42 2L Sim 11,29 Nio
4 Feminino 69 17 10 25 sim 0,17 Nio
5 Masculino 69 32 > >3 Sim 5,25 Sim
6 Masculino 81 34 ? %26 gim 8.5 -

8 Masculino 79 24 3 LT Nao - Sim
10 Masculino 81 21 >0 24 Sim 43,92 Sim
11 Masculino 65 25 19 69 Sim 4,58 Nio
13 Feminino 56 20 17 >3 Nio - Nio
14 Feminino 76 26 30 305 gim 26,33 Sim
15 Masculino 85 30 31 LT Sim 8,33 Sim
16 Masculino 44 17 6 6.2 Nio - Nio
17 Feminino 84 14 32 35 Nio - Sim
18 Feminino 45 16 18 %7 Nio - Nio
19 Masculino 77 26 44 125 §im 8,08 Nio
20 Feminino 77 19 17 261 Sim 26,08 Nio
21 Masculino 53 21 17 L1 Sim 2,79 Nio
22 Masculino 53 17 > 4 Sim 0,67 -

24 Masculino 73 20 28 225 Sim 10,38 Nio
25 Feminino 57 18 13 27 sim 0,63 Nio
26 Masculino 70 22 7 7.1 Nio - Nio
27 Masculino 82 28 1 L4 i 3,63 Sim
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Anexo VI — Exemplo de resultados obtidos pelas técnicas de PCR em

Tempo Real

1. Técnica Comercial CMV HHV6,7,8 R-gene™ ref.:69-100

@7500 Fast System SDS Software - [CMV 23-7-13.5SDS (Absolute Quantification)]
E Fle View Tools Instrument Analysis Window Help

e d SR BHEHE rEm?

Setup ¥ Instrument ¥ Results

PlateYSpeotray Component ¥ Amplification Plot ¥ Standard Curve ¥ Dissociation ¥ Report
Well Sample Name Detector Task Ct StdDev Ct Oty Mean Oty StiDev Oty
B2 Qas1 Ch Standard 2829 011 1.25e+008
B3 Q51 Chly Standard 2545 0.1 1.25e+008
B4 Qs2 Ch Standard 2932 0.024 12500000
B5 Q52 Chly Standard 29.36 0.024 12500000
BE Q53 Ch Standard 3254 0.483 12500.00
B7 Q53 Chly Standard BB 0.483 12500.00
Ba Q54 Ch Standard 35.99 0.192 1250.00
BY Q54 Chly Standard 36.26 0.192 125000
B11 IC2¥0 Ch Unknown Undet.
B11 IC20 IC2 ARGENE Unknawn 30.02
o] AD 165000 Cht Unknwn 24.93 1326 1.87e+006 1.22e+006 920612532
c3 AD 165000 Chly Unknawn 26.81 1326 561085.06 1.22e+0086 928612 532
EZ 1 Chy Unknwn 36.99 501.39
E3 1A CMy Unknown Undet.
E4 1B Chy Unknown Undet.
= 3 Chy Unknown Undet.
EG 3c Ch Unknown Undet.
= 3D Chy Unknown Undet.
Ed 3E Ch Unknown Undet.
E9 4 Ch Unknwn 3977 134.76
E10 AA Chiv Unknown 36.88 863.51
EN ] CMy Unknown Undet.
F2 13 Chy Unknown Undet.
F7 9A Chly Unknawn 32.08 18818.37
Fa 9B Cht Unknwn 36.00 1514.86
F9 9c Ch Unknown 36.44 114490
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2. Técnica in house

7500 Fast System SDS Software - [09-05-2013.5SDS (Absolute Quantification)]

B Fle iew Took Instument Anabysis  Window  Help

U d GLUEHE » (s ?

Setup ¥ Instrument ¥ Results

Plate ¥ Spectra ¥ Component

Amplification Plot

Standard Curve

Dissociation ¥ Report

Well Sample Name Detector Task Ct StdDev Ct Oty Mean Oty StlDev Oty
B2 A ULa3 Standard 26.30 0.036 165000.00
B3 A ULa3 Standard 26.35 0.036 165000.00
B4 B uLs3 Standard 30.36 0.079 16500.00
B5 B ULa3 Standard 30.25 0.079 16500.00
BB C ULE3 Standard 3418 0.054 1650.00
B7 o ULa3 Standard 34.03 0.084 1650.00
c2 £3 ULa3 Unknown 37.48 0572 224 .86 176.41 Ba.513
C3 C3 uLs3 Unknonin 3843 0.672 127.57 176.41 B8.513
o] ot} ULa3 Unknown 39.12 0.228 B4.84 93.79 12651
ca c4 ULE3 Unknown 35.80 0.228 10274 9379 12.651
ca C Meg ULa3 Unknaown Undet.
ES 15 uLa3 Unknawn Undet.
EE 15 uLa3 Unknaown Undet.
E7 Cl uLa3 Unknown 31.51 4078 776173 1.49e-+106 4. B%e-+H106
EB 184 uLa3 Unknaown Undet.
E9 184 uLs3 Unknowin Undet.
E10 Cl uLa3 Unknown 31.94 4078 G007 24 1.49e-+106 4. B%e-+H105
F2 150 uLa3 Unknown Undet.
F3 158 uLa3 Unknaown Undet.
F4 cl ULE3 Unknowin 31.54 4.078 7655 .90 1.45e+106 4.68%e+10b
Fs 18C uLa3 Unknaown Undet.
FEB 158C uLa3 Unknown 38.67 110.83
F7 Cl uLa3 Unknown 31.99 4078 5844 83 1.49e-+106 4. B%e-+H106
Fa 17 uLa3 Unknaown Undet.
F9 17 uLa3 Unknawn Undet.
Fid Cl uLa3 Unknown 391 4078 6142 97 1.49e-+106 4. B%e-+H105
G2 174 uLs3 Unknowin 34.81 0.004 1097 .66 10938.32 2.350
3 17A uLa3 Unknown 34.80 0.004 110098 1099.32 2.350
G4 cl uLs3 Unknowin 3143 4.078 4161.11 1.49e+006 4. 6%e-+106
&3] 176 uLa3 Unknown 34.24 0.086 184017 1598.11 81.939
Gh 17B ULE3 Unknowin 34.11 0.086 1656.05 1598.11 §1.938
G7 Cl uLa3 Unknown 31.32 4078 8680 64 1.49e-+106 4. B%e-+H105
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Anexo VII - Resultados obtidos pelas duas técnicas de PCR em tempo

real.
) Copias de RT-PCR CMV, L.
Amostra RT-PCRin  \pNdeCcMV ~ HHV678R-  CoPiasde ADN
house de CMYV por ml
por ml gene™
1 Negativa Positiva 801,39
1A Negativa Negativa
1B Negativa Negativa
3 Negativa Negativa
3B Positiva 63,79 Positiva 651,80
3C Negativa Negativa
3D Negativa Negativa
3E Negativa Negativa
4 Negativa Positiva 134,76
4A Negativa Positiva 863,51
5 Negativa Negativa
6 Negativa Negativa
8 Negativa Negativa
8A Negativa Negativa
8B Negativa Negativa
8C Negativa Negativa
9 Positiva 30412,36 Positiva 96860,73
9A Positiva 7922,98 Positiva 18818,37
9B Positiva 822,98 Positiva 1514,86
9C Positiva 763,32 Positiva 1144,90
10 Negativa Negativa
10A Negativa Negativa
10B Negativa Negativa
10C Negativa Negativa
10D Negativa Negativa
11 Negativa Negativa
11A Negativa Negativa
12 Negativa Negativa
13 Negativa Negativa
13A Negativa Negativa
14 Negativa Negativa
14A Negativa Negativa
14B Negativa 311,01 Positiva 1083,51
15 Negativa Negativa
15A Negativa Negativa
15B Negativa Negativa
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15C
16
17
17A
17B
17C
18
18A
19
19A
19B
19C
19D
20
20A
20B
20C
21
21A
22
24
24A
24B
25
25A
25B
26
27
27A

Negativa
Negativa
Negativa
Positiva
Positiva
Positiva
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Positiva
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Positiva
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa

110,83

1099,32
1598,11
1967,73

275,45

934,34

Negativa
Negativa
Negativa
Positiva
Positiva
Positiva
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Positiva
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Positiva
Positiva
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa

232,89

4688,19
4343,31
5423,46

776,80

354,95
7196,50
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Anexo VIII - Valores da carga viral obtidos pela técnica in house
ajustada

Amostra Carga viral obtida pelo PCR em tempo Real in house ajustada

1 -
3B 643,86

4 -
4A -

9 85345,48
9A 21017,06
9B 2819,09
9C 1043,89
14B 1750,52
15C 514,94
17 A 2583,53
17B 6319,98
17C 636491
19D

21 -

21A 297747




Anexo IX — Concentracao das citocinas nos doentes com processo

inflamatorio.
Doente | Semana | Carga Citocinas
viral IL-1a | IL-1B | IL-2 IL-4 IL-6 IL-8 | IL-10 | INF-o | TNFa
1 E 801,39 <56 | 12,42 | <0,7 | <2,3 | 36,91 | 28,49 | 11,89 | <10,5 | 22,165
3 E - <5,6 | 18,07 | <0,7 3,01 | 238,5 | 27,94 | 15,64 | <10,5 | 24,995
12 651,80 <56 | 18,41 | <0,7 | 2,93 | 642,77 | 65,81 | 59,92 | 12,76 | 35,99
2?2 - <5,6 | 20,53 | <0,7 3,12 | 15,776 | 24,41 | <4,9 | <10,5 | 23,85
4 E 134,76 <5,6 | 21,74 | <0,7 2,88 | 30,96 | 149,6 | 8,41 | <10,5 | 12,145
12 863,51 <5,6 19 <0,7 2,84 | 14,20 | 110,6 | <4,9 | <10,5 8,73
8 E - <5,6 | 15,89 | <0,7 | 2,835 | 56,47 | 57,34 | <49 | <10,5 | 12,64
22 - <56 | 18,68 | <0,7 | 2,73 | 14,16 | 9,96 | <49 | <10,5 | 10,86
10 E - <5,6 | 16,75 | <0,7 | 2,995 | 29,53 | 232,5 | 8,845 | <10,5 | 20,52
22 - <5,6 | 18,96 | <0,7 2,67 742 94,54 | 5,52 | <10,5 9,24
11 E - <5,6 | 16,05 | <0,7 2,8 7,59 (9447 | <4,9 | <10,5 9,52
22 - <5,6 | 17,50 | <0,7 | 2,735 | 7,505 | 94,50 | 4,98 | <10,5 9,38
13 E - <5,6 | 20,14 | <0,7 2,71 | 71,67 | 68,48 | 945 | <10,5 | 21,65
22 - <56 | 20,3 <0,7 | 2,83 | 91,42 | 77,53 | 9,15 | <10,5 | 22,37
14 E - <56 | 19,53 | <0,7 | 2,74 | 244,5 | 47,94 | 9,965 | <10,5 | 23,44
22 - <56 | 19,33 | <0,7 | 2,85 | 79,24 | 248,5 | 15,3 | <10,5 | 19,83
3?2 1083,51 | <5,6 19,7 | <0,7 2,8 136,3 | 321,7 | 16,35 | <10,5 | 20,22
15 E - <5,6 | 19,51 | <0,7 | 2,825 | 107,7 | 285,1 | 15,82 | <10,5 | 20,025
22 - <5,6 16,3 <0,7 | 3,12 | 27,24 | 156,9 | 5,99 | <10,5 | 26,23
42 232,89 <56 | 16,43 | <0,7 | 2,76 | 27,58 | 151,7 | <49 | <10,5 | 24,74
17 E - <5,6 | 18,31 | <0,7 | 2,86 | 184,4 | 140,8 | 7,335 | <10,5 | 9,775
22 4688,19 | <5,6 | 17,24 | <0,7 | 2,94 | 60,52 | 155,9 6,7 <10,5 | 11,33
42 5423,46 | <5,6 | 18,93 | <0,7 2,8 96,48 | 170,3 | 7,61 | <10,5 | 11,74
18 E - <5,6 | 18,08 | <0,7 | 2,87 78,5 | 163,1 | 7,155 | <10,5 | 11,535
2?2 - 5,81 | 18,83 | <0,7 | 3,08 | 137,7 | 350,5 | 8,41 | <10,5 | 14,75
19 E - <5,6 | 58,16 | <0,7 | 4,12 | 15,10 | 197,4 | 10,75 | <10,5 | 56,535
2?2 - 19,49 | 32,59 | <0,7 3,11 | 101,2 | 179,7 | 10,4 | <10,5 | 60,78
32 - 14,7 | 25,75 | <0,7 3,3 1284 | 162,6 | 9,84 | <10,5 | 57,29
42 - 17,09 | 29,17 | <0,7 | 3,205 | 114,8 | 171,1 | 10,12 | <10,5 | 59,035
52 776,8 <5,6 | 16,27 | <0,7 2,78 | 10,42 | 71,07 | 9,09 14,78 | 22,64
20 E - <5,6 | 19,54 | <0,7 | 2,845 | 116,7 | 83,61 | 5,81 | <10,5 | 11,675
2?2 - <5,6 | 17,93 | <0,7 3,3 31,32 |1 79,43 | 7,73 | <10,5 12,82
21 E 354,95 <5,6 | 18,08 | <0,7 | 2,99 | 39,85 | 83,73 | 7,59 | <10,5 | 15,99
2?2 7196,50 | <5,6 | 18,00 | <0,7 | 3,145 | 35,58 | 81,58 | 7,66 | <10,5 | 14,405
24 E - <5,6 | 16,71 | <0,7 2,89 9,27 (44,23 | 6,02 | <10,5 14,95
2?2 - <5,6 18,3 <0,7 2,76 | 11,57 | 45,78 | 6,52 | <10,5 10,22
25 E - <5,6 | 19,39 | <0,7 | 2,745 | 30,34 | 41,21 | 14,24 | <10,5 | 29,62
22 - <5,6 18,3 | <0.7 3,3 23,17 35 <49 | <10,5 | 11,66

E- Entrada, 1* — Primeira Semana, 2* — Segunda Semana, 3" — Terceira Semana
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Anexo X - Concentracao das citocinas no grupo controlo

Doente Citocinas (pg/ml)
IL-18 | IL-4 | 1IL-6 | IL-8 | IL-10 | TNF-a
1 1,00 0,20 |5,72 15,81 | 5,81 1,40
2 1,00 0,20 [529 |697 [3,69 0,70
3 16,21 0,20 |0,60 |892 |736 19,56
4 1,00 0,20 |6,28 16,55 | 0,30 0,70
5 1,00 0,20 [568 9,09 |030 [5,81
6 2,00 0,20 |6,23 18,13 | 7,65 19,78
7 1,00 0,20 | 6,46 12,21 | 4,49 13,02
8 1,00 0,20 | 749 13,14 | 5,74 0,70
9 1,00 0,20 |030 |872 [0,30 0,70
10 15,93 0,20 | 0,60 11,45 | 5,53 1,40
11 1,00 0,10 |0,30 11,74 10,30 0,70
12 1,00 0,10 0,30 17,01 0,30 0,70
13 1,00 0,10 | 0,60 12,73 | 5,73 1,40
14 2,00 0,10 |030 |8,69 |0,15 0,70
15 1,00 0,10 |030 |695 |0,15 0,70
16 1,00 0,10 0,30 13,94 10,30 |0,70
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Correlations

IL1menor | IL1maior | IL4menor | IL4maior | IL6menor | IL6Bmaior | IL8menor | IL8maior | IL10menor | IL10maior | TNFmenor | TNFmaior

IL1menor  Pearson Correlation 1 987 675 - 701 -,003 -352 519 -,209 955 - 914 -,036 -430

Sig. (2-tailed) 103 528 505 937 71 653 868 191 266 977 717

N 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3

IL1maior Pearson Correlation 987 1 785 =577 063 -187 650 - 049 890 -836 -186 -279

Sig. (2-tailed) 103 425 608 \960 874 550 969 088 369 874 820

N 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3

ILdmenor Pearson Correlation 675 785 1 052 Nilat} 452 281 580 863 -317 - 761 375

Sig. (2-tailed) 528 425 967 535 701 125 606 337 795 449 755

N 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3

IL4maior Pearson Correlation - 701 -577 052 1 778 914 246 844 - 458 930 -687 945

Sig. (2-tailed) 505 608 967 432 265 842 361 696 239 518 212

N 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3

ILGmenor Pearson Correlation -008 063 668 J78 1 966 800 994 200 494 -981 941

Sig. (2tailed) 937 960 535 432 67 410 071 872 671 085 221

N 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3

ILGmaior Pearson Correlation -3h2 -1a7 452 914 966 1 617 989 060 T02 -923 996

Sig. (2-tailed) 71 874 701 265 167 577 ,095 962 504 252 054

N 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3

IL8menor Pearson Correlation 519 650 981 246 800 617 1 T27 748 =127 -873 548

Sig. (2-tailed) 653 550 125 842 410 577 481 462 919 324 630

N 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3

IL8maior Pearson Correlation -209 -049 530 844 994 989 727 1 089 588 =970 a73

Sig. (2-tailed) 866 969 606 361 071 0495 481 943 5499 157 149

N 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3

IL10menor  Pearson Correlation 955 990 863 - 459 200 - 060 748 089 1 - 753 -330 - 144

Sig. (2-tailed) 191 088 337 696 872 962 462 943 457 786 908

N 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3

IL10maior  Pearson Correlation -914 -836 =317 930 494 702 =127 588 - 753 1 -373 760

Sig. (2-tailed) 266 (369 795 239 671 504 919 599 457 756 4580

N 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3

TMFmenor  Pearson Correlation - 036 -196 - 761 - 687 -891 -923 -873 -970 -,330 -373 1 - 887

Sig. (2-tailed) 977 874 449 518 085 252 324 157 786 756 306

N 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3

TMFmaior Pearson Correlation -430 -279 375 945 a4 996 548 a73 =144 i - 887 1
Sig. (2-tailed) 717 820 755 212 221 054 B30 149 .08 450 306

N 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
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