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RESUMO

Os autores estudaram 150 doentes submetidos a transplante renal de caddver, com uma média de
idades de 37.512.03 (LC a 95%) anos no periodo compreendido entre Janeiro de 1988 e Dezembro de
1989. Fizeram-se pesquisas de anticorpos (Ac) anti Citomegalovirus (CMV) das classes IgM e IgG
separadamente, por método ELISA, quer aos dadores na data da colheita, quer aos receptores nos 1.°
21.° dias, 3.°, 6.° ¢ 9.” més pés transplante. De acordo com a presenga (+) ou auséncia (—) desses Ac no
dador e no receptor, e excluidos os nio determinados, estudaram-se 133 pares Dador/Receptor (D/R)
que foram divididos em 4 grupos: I) D+/R+, II) D+/R~, III) D—/R+ ¢ IV) D—/R—. Avaliaram-se a
prevaléncia da doenga a CMV, a sua gravidade ¢ a data do diagnéstico nos varios grupos. O tempo
médio de diagnéstico da doenga foi de 78.4% 15.1 (LC a 95%) dias ap6s o transplante, com um pico de
incidéncia as 6 semanas. Existiu uma maior e significativa incidéncia nos receptores seronegativos em
relagdo aos receptores seropositivos, nio se tendo verificado essa diferenga no que se refere a gravidade
clinica. Contudo 1 em cada 5 doentes (19.0%) com infecgio por CMV teve uma forma grave da doenga.
A Globulina especifica foi utilizada em 15 casos (todas as formas graves e 3 formas moderadas). Ndo se
verificou neste grupo de 150 doentes nenhum 6bito atribuivel ao CMV.

SUMMARY
Cytomegalovirus infection in kidney transplantation

150 patients, subjected to kidney graft transplantation between January 1988 and December 1989,
were studied. Mean £ 959% CL age was 37.5+2.03 (range 12-69) years. IgG and IgM antibodies levels
(ELISA) cytomegalovirus (CMV) were investigated in the donnor before organ harvesting and in the
kidney recipients on Ist and 21th days and then on the 3rd, 6th and 9th months after transplantation.
Patients lacking either donnor or Ist day studies were excluded. 133 donnor (D) receptor (R) pairs were
classified as group 1) D+/R+, 2) D+/R—, 3) D—/R+ e 4) D—/R—. Prevalence, severity of CMV
disease and date of diagnosis were studied. Mean time 3 95% CI of diagnosis after transplantation was
78.41% 15.1 days. Seronegative receptors had a statistically significant higher prevalence of the disease as
to seropositive receptors, but not a higher incidence of disease severity. One out of five patients had a
serious form of disease. Hiperimmune globulin was used in 15 patients (all serious forms and 3 mode-

rate forms of of disease). No patient died as a result of CMV infection.

INTRODUCAO

O Citomegalovirus (CMV), virus DNA da familia dos
Herpesviridae, infecta cerca de 609% dos adultos dos paises
desenvolvidos e praticamente toda a populagio adulta dos
paises em vias de desenvolvimento'. Um estudo seroepide-
miolégico feito no norte do nosso pais? mostrou que cerca
de 60% dos adultos sfo imunes, que a incidéncia da infecgdo
¢ maior nas cidades e que, comparativamente, é mais fre-
quente nas mulheres nas quais a gestagfio parece favorecer a
infeccio. O CMV constitui uma causa importante de infec-
¢do e morbilidade nos doentes transplantados e outros imu-
nossuprimidos (SIDA), podendo, em alguns casos, estar
relacionado com disfungdo do enxerto renal?

Depois de uma infec¢do primaria (doentes sem infeccio
por CMV prévia), o virus permanece latente, preferencial-
mente em alguns tipos de células tais como os leucdcitos,
linfécitos B e células do sistema reticulo-endotelial (macroéfa-
£0s) %3, capaz de ser reactivado em determinadas circunstan-
cias (imunossupressio, rejeicdo de enxerto, alteragdes
humorais tais como durante a gravidez, etc...): nestes casos
pode ocorrer a reactivagio da infecgio latente 5. Com menor
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frequéncia pode haver uma reinfecgdio (induzida por CMV
antigenicamente diferente) 4.

Nos ultimos anos, o diagnéstico laboratorial da infec¢io
por CMV tem vindo a ser melhorado no que se refere s
sensibilidade e especificidade, como consequéncia dos avan-
¢os nas técnicas de detecgiio seroldgica de anticorpos (Ac)
IgM e IgG especificos para o CMV e na detecgdo de Antigé-
nios (Ag) precoces (com Ac monoclonais) em varios produ-
tos bioldgicos, quer directamente, quer através da utilizagio
de técnicas de cultura celular do préprio virus.

Em Janeiro de 1988 foi iniciado um protocolo de colabo-
racio entre a Unidade de Transplantacio Renal da Cruz
Vermelha Portuguesa (UTR/CVP) e o Centro de Virologia
do Instituto Portugués de Oncologia (CV/IPO) para a detec-
¢do do perfil serolégico do CMV nos transplantados renais.

MATERIAL E METODOS
Doentes — Executou-se o estudo nos 150 doentes trans-

plantados com rim de cad4dver na UTR/CVP entre Janeiro
de 1988 e Dezembro de 1989. Nesta amostra de doentes, 94
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eram do sexo masculino com uma média de idades de 40.1
anos (IC a 95%= 37.5-42.7) e 56 do sexo feminino com uma
média de idades de 34.9 anos (IC a 95%= 31.6-38.3).

Regime de imunossupressio — A terapéutica imunossu-
pressora de fundo consistiu em Ciclosporina A (na dose de
15mg/kg/dia no dia do transplante com diminui¢do pro-
gressiva em func¢fo das concentragles séricas determinadas
por RIA — monoclonais especificos, até um minimo que
oscilou entre 3 a 5mg/kg/dia) ¢ Prednisolona até um
minimo de 12.5mg/dia. Adicionou-se Azatioprina nas situa-
¢oes de Necrose Tubular Aguda, com diminuigdo simultinea
¢ mais rdpida da dose de Ciclosporina A. A terapéutica dos
episédios de rejeicdo aguda consistiu em 3 a 5 Pulsos de
500mg de Metilprednisolona IV, e nos casos corticoresisten-
tes foi utilizado o Ac monoclonal OKT3 na dose diaria de
S5ml em 10 dias consecutivos.

Detec¢lio de Anticorpos anti-CMV — Efectuaram-se
colheitas de sangue venoso nos 150 receptores i data do
transplante, no momento da alta (normalmente 21 dias) e
aos 3, 6, 9 meses apds o transplante e sempre que a situagdo
clinica o justificou. Foram também feitas colheitas de sangue
aos dadores no momento da recolha dos 6rgéos. Excluiram-
-se do protocolo 16 dadores (andlise nido efectuada) e 1
receptor (extravio do produto).

Procedeu-se ao doseamento e titulagio de Ac anti CMV
das classes IgM e IgG, separadamente, por método ELISA7,
tendo sido feitas determinagSes duplas a todos os soros. A
positividade para Ac I1gM foi sempre confirmada para exclu-
sdo de falsos positivos $, quer através de um pré-tratamento
dos soros (eliminagdio de interferéncias do Factor Reuma-
téide ou competi¢do de outras IgG) quer, mais recentemente,
utilizando um kit comercial 7 que usa o principio da captura
de Ac IgM.

Defini¢ées — Definiu-se infec¢io primaria a CMV sempre
que surgiram Ac num doente previamente seronegativo.
Considerdmos ractivagfio e reinfecgdo sempre que reaparece-
ram Ac da classe IgM e/ou quando houve um aumento
acentuado dos Ac da classe IgG. Nido foi possivel através
destes métodos fazer a distingdo entre reactivagdes e
reinfecgdes 9. )

Perante a evidéncia seroldgica de infec¢do activa, a doenga
por CMYV foi classificada em 5 graus de gravidade clinica,
segundo modificagdo dos critérios de Peterson K.P. et al. 1%
1) assintomatica (apenas evidéncia seroldgica); 2) doenga
ligeira (positividade serolégica + febre persistente); 3) doenca
moderada (além das anteriores, presenga de um ou mais dos
seguintes critérios: leucopenia<<3000/mm 3, trombocitope-
nia< 80000/mm 3, elevagio das TGO/TGP> 2X normal ou
subida dos niveis de Bilirrubina total> 1.5 mg/dl; 4) doenga
grave (além das anteriores, atingimento franco de um ou
mais Orgdos v.g. pneumonia, hemorragia digestiva ou infec-
¢do generalizada); 5) forma letal.

Métodos estatisticos — Foram utilizados testes T de Stu-
dent, tabelas de contigéncia com Qui-quadrado para avalia-
¢do de p entre as diferentes proporgGes e as curvas de
sobrevida actuarial foram calculadas pelo método de Kaplan
e Meier, tendo sido utilizado o Log rank test para avaliar
diferencas entre elas.

RESULTADOS

De acordo com a presenca ou auséncia de Ac anti CMV
no dador e no receptor a data da colheita/transplante, e
excluidos os ndo determinados ou extraviados, estudaram-se
133 pares dador/receptor (D/R) que foram divididos em 4
grupos (Quadro 1): Dos 80 receptores seropositivos 3 data
do transplante que receberam rins de dadores seropositivos
(Grupo 1) 31 (39%) reactivaram a doenga a CMV ¢ 49 (61%)
ndo tiveram doenca no periodo apés o transplante. Dos 15
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QUADRO | —Grupos de pares Dador/Receptor (D/R) estudados

Grupos C/Doenga S/Doenga Totais

I) D+/R+ 31 49 80

II) D+ /R~ 14 1 15
1) D—/R+ 9 17 26
IV) D— /R~ 9 3 12
Totais 63 70 133

receptores seronegativos a data do transplante, que recebe-
ram rins de dadores seropositivos (Grupo I1), 14 seroconver-
teram (93%) e apenas 1 (7%) ndo teve doenga apés o
transplante. Dos 26 receptores seropositivos que receberam
rins de dadores seronegativos (Grupo III), 9 reactivaram
(35%) ¢ 17 ndo alteraram o seu estado serolégico para o
CMYV (65%) no periodo ap6s o transplante. Por tltimo, dos
12 receptores seronegativos que receberam rins de dadores
seronegativos (Grupo IV), 9 contrairam a doenga (75%) e 3
(25%) ndo tiveram doenga depois do transplante.

A avaliagdo estatistica dos diferentes grupos revelou dife-
rencas significativas (diferenga de 47% com IC a 95% de
30.7% a 63.3%, para um grau de liberdade e com um
p<0.001) entre os receptores seronegativos € 0s seropositi-
vos (independentemente do estado serolégico do dador), i.e.,
pareceu existir uma maior probabilidade de contrair doenga
por CMV no periodo apds o transplante nos grupos dos
receptores seronegativos, situagdo que se exprime de uma
forma mais simplificada no Quadro 2.

QUADRO 2 — Presenca/auséncia de doenga a CMV por
transplante e estado serolégico do receptor (p<0.0005)

C/Doenga S/Doenga
Receptores 40 66
+ (reactivagdes)
(n=106)
Receptores 23 4
- (seroconversdes)
(n=27)

Foi também avaliada a distribui¢gio por graus de gravi-
dade clinica (definidos anteriormente) nos receptores que
contrairam doenga apds o transplante (n= 63). Assim, ¢ em
fungdo dos 4 grupos de pares D/R estabelecidos & data da
colheita/transplante a distribui¢do foi a seguinte
(Quadro 3):

—Dos 31 receptores seropositivos (Grupo I) & data do
transplante, que receberam rins de dadores seropositivos, 17
tiveram reactivagdes assintomaéticas € 14 tiveram formas sin-
tomaticas (5 formas ligeiras, 4 moderadas e 5 graves).

—No grupo dos 14 receptores seronegativos a data do
transplante (Grupo II) que receberam rins de dadores sero-
positivos, 8 tiveram seroconversdes assintomaticas, 2 tiveram
formas ligeiras, 1 teve uma forma moderada e em 3 houve
doenga grave. .

— No grupo dos 9 receptores seropositivos que receberam
rins de dadores seronegativos (Grupo III), 6 tiveram reacti-
vagbes assintomdticas, 1 uma forma ligeira, outro uma
forma moderada e ainda outro uma forma grave.

—No grupo dos 9 receptores seronegativos & data do
transplante (Grupo IV) que receberam rins de dadores tam-
bém seronegativos, houve 4 seroconversdes assintométicas, 1
ligeira, 1 moderada e 3 formas graves.

— Em nenhum dos grupos estudados se registaram 6bitos
atribuiveis 4 infecgio por CMYV, isto é, o nimero de formas
letais (grau de gravidade 5) foi nulo.
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QUADRO 3 —Gravidade da doenca a CMV (p=ns)

Graus de Gravidade

Assintomsética Ligeira

Moderada Grave

Grupos a 7)) A @ Totais
DD+ /R+ 17 5 4 5 31
IND+/R— 8 2 1 3 14
InbD-/R+ 6 1 1 1 9
IV)D— /R~ 4 1 1 3 9

No Quadro 4 mostram-se os resultados globais das for-
mas sintomdticas e assintomdticas da doenga por CMV:
assim, das 40 reactiva¢cdes 17 (42.5%) foram sintomaticas e
23 (57.5%) foram assintomaticas, enquanto que das 23 sero-
conversdes, 11 foram sintomdticas (47.8%) e 12 foram assin-
tomaticas (52.2%). Esta diferenga nio se mostrou
significativa do ponto de vista estatistico.

QUADRO 4 —Formas sintomdticas e assintomdticas (p=ns)

Formas Formas
Sintométicas Asgsintomdticas
(ligeiras + moderadas + graves)
Reactivagdes 17 (42.5%) 23
(n=40)
Seroconversdes 11 (47.8%) 12
(n=23)

O tempo médio de diagnéstico apds o transplante para
todas as formas de doenga a CMYV foi de 78.4+ 51.8 dias,
sendo de 65.41t 52.6 dias para as reactivagdes e 79.4+ 56.2
dias para as seroconversdes. Ndo existiram diferengas signifi-
cativas entre estes nimeros. A Figura 1 mostra os histogra-
mas de frequéncia de incideéncia da doenga a CMV no
periodo apés o transplante para os 4 grupos de D/R defini-
dos anteriormente, constatando-se um pico de incidéncia em
torno das 6 semanas (1.5 meses).

%
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30
20

10

MESES 1 2 3 4 5 [ 7 8 9
— D-/R- —D-/R+ —D+/R- --- D+/R+
(n=9) (n=8) (n=14) (n=31)

Fig. 1—Frequéncia da incidéncia da doenga por CMV apés o
transplante renal.

Foram feitas as andlises de sobrevida dos doentes trans-
plantados e dos enxertos, quer em fungfo do estado serolé-
gico dos receptores 4 data do transplante, quer em fungio da
presenga ou auséncia de doenga no periodo apds o trans-
plante (Figura 2). Ndo existiram também diferengas signifi-
cativas entre todas as curvas.

ESTADO SEROLOGICO DO RECEPTOR
NA DATA DO TRANSPLANTE

% RIM % DOENTES
(93.3%) (96.7X)
negativos negativos
% " ;mmm' "
( ”77,) (95.7%)

IM 3M 6M 1A 20 3A
TEMPO

PRESENCA OU AUSENCIA DE DOENCA

% RIM % DOENTES
(94.4%) (97.2%)
sem doenca sem doenca
—rx z—> com
m doencge
(85.9%) (97.0%)

IM SM 6M 1A 24 S
TEMPO

IM SM 6M 1A 2a Sa
TENPO

Fig. 2— Curvas de sobrevida.

DISCUSSA0

A resposta imunoldgica & infec¢io pelo CMV pode ser
determinada por diferentes técnicas laboratoriais. A classica
Reaccio de Fixagio de Complemento (RFC) foi por nés uti-
lizada para a detec¢do de seroconversdes, até ao final do ano
de 1987: considerava-se que um aumento de pelo menos qua-
tro vezes o titulo de base (1/10) era diagnéstico de infec¢do
aguda'. A RFC nio tem contudo uma sensibilidade muito
alta podendo mesmo ndo detectar infecgdo aguda, quer
devido ao facto de nio conseguir detectar separadamente os
Ac das classes IgM e IgG, quer pela presenga de uma res-
posta humoral atenuada nos doentes transplantados e sub-
metidos a teraputica imunossupressora. Esta resposta
diminuida torna por vezes dificil o diagnéstico de reactiva-
¢do '2. Além disso, a RFC pode tornar-se positiva, por vezes
muito tardiamente em relagfio & doenga e/ ou 4 eventual deci-
sio de uma terapéutica oportuna.
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QUADRO 5 —Incidéncia de infecgio a CMV em doentes
transplantados renais tratados com Cicloporina A e prednisona
(mod. de H.J. Meteselaar ¢ W. Weimar12)

Percentagem
Nimero de com Infecgiio
Referéncia Doentes a CMV
Johnson e cols. (1988) 376 37
Harris e cols. (1984) 61 72
Bia e cols. (1985) 24 58

Foi, entdo, sentida a necessidade de métodos mais sensi-
veis e especificos quer para a detecgio mais precoce da
doenga a CMV como para o follow-up serolégico destes
doentes. O protocolo instituido entre a UTR da CVPe o CV
do IPO veio suprimir grande parte destas caréncias, ao ser
introduzido o método ELISA, o qual permite distinguir
entre Ac das classes 1gG ¢ IgM separadamente.

O método ELISA utilizado neste protocolo inclui a deter-
minagdo quantitativa dos Ac anti CMV da classe IgG (em
soro ¢/ou plasma) ¢ a determinagdo qualitativa dos Ac anti
CMYV da classe IgM. Para se osbtar aos resultados falsos
positivos por interferéncia de Factor Reumatéide ou compe-
ticdo de outras IgG, foi utilizado inicialmente um pré-
-tratamento de alguns soros® e posteriormente utilizado um
kit comercial 7 que usa o principio de captura do Ac IgM.
Por ultimo, a especificidade da detecgdo de Ac IgM foi
aumentada com a utilizagdo de Ac monoclonais marcados
com enzima contra Antigénios especificos do CMV.

Da andlise dos resultados obtidos salientam-se varios fac-
tos importantes. A doenga a CMV no periodo ap6s o trans-
plante é ainda uma situagio frequente na populagio dos
transplantados renais, como se percebe facilmente pelos
nimeros (Quadro 1): dos 133 doentes transplantados avalia-
dos serologicamente, 63 (47.7%) contrairam doenga a CMV
no periodo ap6s o transplante ¢ 70 (52.8%) nfo tiveram
qualquer alteragdo do seu estado seroldgico. Estes dados
assemelham-se aos encontrados por outros autores ' (Qua-
dro 5). Por outro lado, as formas assintomdticas representa-
ram cerca de metade de todas as formas clinicas de infecgdo
por CMYV apés o transplante renal (55.6%, i.e., 35 casos em
63 com infecgio nesse periodo). As formas graves constitui-
ram 19.0% dos casos, o que quer dizer que cerca de 1 em
cada 5 doentes que contraiu infec¢do por CMV apés o trans-
plante, teve uma forma clinicamente grave.

Verificamos que existiu uma diferenca estatisticamente sig-
nificativa entre a incidéncia de doenga apé6s o transplante
nos doentes que eram seronegativos € nos que eram Seroposi-
tivos & data do transplante (Quadro 1). Esta maior probabi-
lidade de adquirir doenga a CMYV por parte dos receptores
seronegativos foi independente do estado serolégico do
dador, em contraste com o0 que outros grupos encontra-
ram '>. A presenca de doenga a CMV nos receptores serone-
gativos que receberam rins de dadores também seronegativos
vem sugerir a existéncia de outras vias de contdgio que nfio o
enxerto, tais como as transfusdes de sangue e/ou plasma a
que estes sdo submetidos durante a intervengdo. Ndo encon-
trdmos contudo diferengas significativas no que se refere aos
diferentes graus de gravidade de doenca, em fun¢do dos esta-
dos serolégicos dos dadores e receptores no momento da
colheita/transplante. Contrariamente a outros '¥, ndo acha-
mos diferengas significativas na frequéncia das formas sinto-
maticas (¢ graves) entre as seroconversdes e reactivagdes.

Pensamos que a informagdio do estado serolégico do
receptor na data do transplante é util pois permite interpre-
tar uma alteragiio imunoldgica em relagdo a um estado sero-
l6gico anterior (doseamentos feitos no periodo de
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pré-transplante) e assim orientar-nos para uma atitude profi-
lactica no periodo precoce apés o transplante. Neste sentido,
pensamos brevemente, melhorar o protocolo actual, introdu-
zindo também a detecgiio seriada de um Antigénio precoce
do CMYV nas primeiras seis semanas apds o transplante (pico
de incidéncia méxima da doenga a CMV), uma vez que esses
Antigénios se detectam antes do aparecimento dos Ac IgM.

Do nosso ponto de vista, ndo se justifica a profilaxia da
doenca por CMV com Globulina especifica, por virios
motivos:

—O estudo serolégico do receptor é determinado em
alguns casos, apenas algumas horas antes do transplante,
tendo nods conhecimento do resultado cerca de 24 horas
depois.

— O estado serolégico do dador € determinado a partir de
uma amostra de sangue feita na altura da colheita (caso do
transplante com rim de cadaver).

— Como os resultados mostraram, nem todos os recepto-
res seronegativos tiveram infec¢o e nem todas as reactiva-
¢Oes foram clinicamente sintomaticas.

— Os doseamentos repetidos preconizados e cumpridos no
protocolo estabelecido, ao permitirem um follow-up rigo-
roso, possibilitaram intervengdes terapéuticas precoces, quer
através de manuseamento da imunossupressio quer através
da utilizagio de Globulina especifica em algumas formas
mais graves.

No que se refere & utilizagdio da Globulina especifica anti
CMV ¥, ela foi utiizada em 15 casos (12 formas graves e em
3 formas moderadas) e quase sempre na dose terapéutica
(2ml/kg/dia), até & melhoria clinica significativa. Nio se
verificaram acgdes acessérias dignas de registo e ndo houve
nenhum ébito.

A utilizagdo do 9-(1,3 dihidroxi-2-propoximetil)guanina
(DHPGQG) tem sido preconizada por vérios grupos '*'%-2 par-
ticularmente nas situag@es clinicas graves e em que um recep-
tor seronegativo recebe um rim de um dador seropositivo. O
seu uso tem vdrias acgdes acessorias que se t&m vindo a mos-
trar ao longo do tempo menos intensas do que inicialmente
suposto, € pensamos que com a maior generaliza¢io e expe-
riéncia da utilizag8io deste produto os efeitos acessérios serdo
em parte minimizados? A resposta clinica favordvel tem
sido aceitdvel, salientando-se a sua eficicia em associagiio
com a Globulina especifica na doenga a CMV nos doentes
com transplante de medula 6ssea '® e também a sua eficicia
em administragiio t6pica e sistémica na Corioretinite por
CMYV %, Na nossa série de doentes, nio tivemos formas tio
graves de doenga a CMV que justificassem, quanto a nés, a
utilizagdio deste medicamento, como o demonstra o facto de
ndo se terem verificado 6bitos atribuiveis 4 infec¢do por esse
virus.

Por ultimo, a anélise das diferentes curvas de sobrevida
dos doentes e dos enxertos (Figura 2), em fun¢do quer do
estado serolégico dos receptores antes do transplante quer
em fungdo da presenga ou auséncia de doen¢a por CMV no
periodo apés o transplante, ndo mostrou quaisquer diferen-
cas significativas, ao contrario do que outros descreveram %,
nomeadamente na diminui¢3o da sobrevida dos rins de cada-
ver dos doentes com infec¢io a CMV 2'. Concordamos com a
opinido desses autores? no sentido de a infec¢io por CMV
constituir um factor de aumento de morbilidade no
transplante.

A concluir, queremos salientar que dado o cumprimento
rigoroso do protocolo instituido, bem como a existéncia de
uma vigildncia clinica apertada nestes doentes, foi quase
sempre possivel afirmar ou excluir uma infecgio a CMV
nesta populagio.

Atendendo aos avangos laboratoriais recentes nos méto-
dos de diagnéstico rapido de CMV, planecamos melhorar o
protocolo actual com a introdu¢do da pesquisa seriada de
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antigénios precoces por Imunoperoxidases com Ac monoclo-
nais, nas primeiras 6 semanas apds o transplante, no intuito
de detectar infecgdo antes ainda da subida dos titulos de Ac
IgM e com a ideia de uma maior precocidade na actuagio
terapéutica.
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