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RESUMO

ABSTRACT

As infecções virais mais comuns após transplante estão relacionadas ao Epstein-Barr vírus (EBV) e ao Citomegalovírus (CMV). O 
EBV está envolvido em uma complicação conhecida como desordem linfoproliferativa pós-tranplante (PTLD). E a infecção por CMV é 
ainda uma das grandes causas de mortalidade pós-tranplante de células-tronco hematopoiéticas (TCTH). O monitoramento dessas 
infecções por PCR em tempo real quantitativo (qPCR) para EBV e a antigenemia para CMV são atualmente as melhores ferramentas 
no manejo clínico dos pacientes imunossuprimidos. Durante o período de julho de 2009 a julho de 2010, um total de 51 pacientes foram 
monitorados prospectivamente. O qPCR e a antigenemia foram realizados em 601 amostras. Ao todo, 15 pacientes (29,4%) tiveram 
resultados detectáveis para o EBV em, pelo menos, uma amostra. Já para CMV, foram encontrados 17 pacientes (33,3%) com resultados 
detectáveis. É fundamental determinar a presença de infecção ativa em pacientes com imunidade comprometida para melhorar o 
acompanhamento e evitar complicações graves relacionadas a esses vírus.
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The most common viral infections in transplant recipients are related to the Epstein-Barr virus (EBV) and to the Cytomegalovirus (CMV). 
EBV is associated with a condition known as post-transplant lymphoproliferative disorder (PTLD). CMV infection is a well-known cause 
of morbidity and mortality after allogeneic Hematopoietic Stem Cell Transplantation (HSCT). Real-time PCR and CMV antigenemia assay 
are currently the best tools for monitoring patients after HSCT. A total of 51 patients were monitored in Curitiba city, Southern Brazil, over 
a period of one year (July 2009 to July 2010). 601 samples were studied by PCR for EBV and CMV antigenemia assay. Overall, fifteen 
patients (29,4%) had detectable EBV and seventeen patients (33,3%) had detectable CMV in at least one sample. Determining the 
presence of active infection in immunosuppressed patients is essential in order to improve monitoring and prevent serious complications 
related to these viruses.
Keywords: Herpesvirus 4, Human; Cytomegalovirus; Hematopoietic Stem Cell Transplantation

DOI: 10.5935/2674-7960.v3-0002



2

Rev Bras Cien Med Saúde. 2015;3(3) www.rbcms.com.br

INTRODUÇÃO

O vírus Epstein-Barr (EBV), além da mononucleose infecciosa, está associado a linfomas de Hodgkin e não Hodgkin, desordem 
linfoproliferativa pós-transplante (PTLD), carcinoma de nasofaringe, carcinoma gástrico e outras neoplasias epiteliais1,2,3,4. Vale informar 
que ainda não se conhece claramente o papel do EBV em algumas doenças associadas a ele5. Após infecção inicial, o vírus permanece 
latente em celulas B, normalmente sem representar riscos para os indivíduos imunocompetentes. No entanto, em pacientes com imunidade 
comprometida, tanto a primoinfecção como a reativação ou reinfecção podem gerar graves complicações6.

A PTLD, doença de interesse no presente estudo, ocorre normalmente durante o primeiro ano pós-transplante. Não obstante, pode 
também acontecer mais tarde, mesmo até 10 anos após o procedimento4,7,8. Um estudo multicêntrico com 26.901 pacientes submetidos 
ao transplante de células-tronco hematopoiéticas (TCTH) sugeriu uma alta incidência em grupo com mais de 50 anos e submetido a um 
segundo transplante. Em indivíduos sem fatores de risco, a incidência foi de 0.2%. Já pacientes com um, dois ou mais fatores, o percentual 
foi, respectivamente, de 1.1, 3.6 e 8.1%9. Valores de DNA do EBV muitas vezes aumentam antes do aparecimento de uma lesão ou dos 
sintomas se tornarem evidentes, justificando o monitoramento de pacientes de com vários fatores de risco. E esse alerta precoce permite 
intervenção preventiva para reverter a progressão da doença10,11.

Calcula-se que cerca de 40 a 100% da população adulta já apresentou infecção primária por Citomegalovírus - CMV12. Após transplante, 
o CMV pode ocasionar manifestações subclínicas ou assintomáticas com resultados detectáveis na antigenemia e nos testes de reação 
em cadeia pela polimerase (PCR). Ou até mesmo complicações graves, interferindo no funcionamento de diversos órgãos13,14. Em vários 
estudos, foi mostrada a relação entre Doença do enxerto contra o hospedeiro (DECH) aguda e crônica e risco de infecção por CMV15,16,17,18. 
Os problemas mais frequentes, em TCTH, relacionados ao CMV são pneumonia e complicações gastrointestinais12,19.

Vale lembrar que exames sorológicos devem ser feitos apenas com o intuito de analisar o status imunológico antes do transplante20. A 
antigenemia para CMV permanece como método consagrado para diagnóstico em pacientes pós-TCTH. Porém, o teste de PCR quantitativo 
por tempo real vem ganhando destaque devido à facilidade e tempo de execução19.

Pensando em melhorar o monitoramento de pacientes submetidos a transplantes, o estudo em questão escolheu como população 
alvo indivíduos que realizaram TCTH do tipo alogênico aparentado ou não aparentado. E avaliou se outros fatores, tais como sexo, doença 
de base, fonte de células progenitoras, são significativos para surgimento da infecção por EBV e CMV.

MATERIAL E MÉTODOS

Um estudo de coorte prospectivo foi realizado com 51 pacientes: 19 do sexo feminino e 32 do sexo masculino, e a mediana de idade de 
16 anos (1 a 50 anos). Esses pacientes foram submetidos ao TCTH alogênico no Serviço de Transplante de Medula Óssea (TMO) do Hospital 
de Clínicas da Universidade Federal do Paraná (UFPR), Curitiba, Brasil, entre julho de 2009 e junho de 2010. Ao todo, foram coletadas 601 
amostras (média de 11 amostras por paciente). Cumpre enfatizar também que o estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa em 
Seres Humanos do Hospital de Clínicas da Universidade Federal do Paraná sob nº CAAE 0229.0.208.000-09, CEP num. 313.EXT.019/2009-09.

O material foi coletado em tubo contendo o anticoagulante EDTA (ácido etilenodiamino tetra-acético), com capacidade para 5 ml de 
amostra. As coletas foram realizadas após pega do enxerto, durante o internamento e período em que os pacientes permaneceram em Curitiba.

Antigenemia para CMV
Leucócitos polimorfonucleares foram isolados a partir de sangue total coletado com EDTA. A imunofluorescencia indireta foi realizada 

utilizando-se o conjunto de reagentes kit CMV BriteTM Turbo de acordo com as orientações do fabricante (IQR Products, Holanda). As 
lâminas foram montadas com tampão de glicerina e visualizadas ao microscópio de epifluorescencia. Células com coloração nuclear foram 
contadas e o resultado semiquantitativo foi liberado como número de células reagentes em 200.000 leucócitos.

Extração do DNA do EBV
Após centrifugação do sangue total, o plasma foi extraído a partir de 200 µl de material na plataforma automatizada do equipamento 

EasyMag® (Biomerieux, Boxtel, Netherlands), eluído em 60 µl de tampão de eluição do equipamento e processado por tempo real no 
mesmo dia ou no dia posterior.

PCR em tempo real para EBV
Um fragmento do gene EBNA2 foi escolhido como alvo para a técnica. Os primers e sonda foram desenhados no programa Primer 

Express® (Applied Biosystems, Foster, CA USA), com o primer forward (5’ CTA TCT TGC GTT ACA TGG GGG AC 3’), reverse (5’ TGA YAG 
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TTG TTC CTG GTA RGG ATT 3’) e probe (5’ FAM TGG AAA CCC GTC ACT CT MGB NFQ 3’). A reação de qPCR foi realizada em 25 µl, 
sendo 12,5 µl de Máster mix universal (Applied Biosystems, Foster, CA, USA), 300nM de ambos os primers, 200Nm da sonda e 5 µl do 
DNA extraído. Cada corrida contava com um controle negativo (água) e uma curva padrão de quatro pontos quantificada por uma curva 
de calibração comercial chamada OptiQuant® (Acrometrix, Benicia, CA, USA). A sensibilidade do método foi estimada em 88 cópias/ml 
(58-430) e o limite de detecção foi de 88 a 4.46 x 105 cópias/ml.

Equipamento De PCR em tempo real
Foi utilizado o equipamento ABI 7500 (Applied Biosystems, Foster, CA, USA) nas condições de ciclagem padrão (1 ciclo de 50°C por 

2 min, 1 ciclo de 95°C por 10 min, 45 ciclos de 95°C por 15 s e de 60°C por 1 min).

Análise Estatística
As análises estatísticas foram realizadas com os Testes Exato de Fischer ou Q-quadrado do software GraphPad Prism version 3.00 

for Windows, San Diego California USA, “www.graphpad.com”.

RESULTADOS

As doenças de base mais prevalentes na população em estudo foram anemia aplástica severa, anemia de Fanconi, leucemia mielóide 
aguda e crônica.

Nas 601 amostras analisadas para EBV, 532 apresentaram resultado indetectável. As 69 amostras detectáveis pertenciam a 15 
pacientes diferentes. Para antigenemia, 39 amostras foram reagentes, 551 não reagentes e 11 não realizadas. Com relação aos fatores de 
risco para complicações por EBV e CMV, a análise multivariada teve os resultados descritos na tabela 1.

Tabela 1 - Análise dos fatores de risco para complicações por EBV e CMV
EBV CMV

FATOR DE RISCO
Carga viral para 
EBV detectável 

(n=15 pacientes)

Carga viral para 
EBV não detectável 

(n=36 pacientes)
p* Antigenemia positiva 

(n=17 pacientes)
Antigenemia negativa 

(n=34 pacientes) p*

Sexo
Masculino 10 22

0,8
09 23

0,4
Feminino 05 14 08 11

DOENÇAS

ALD 01 01 0,5 01 01 1,0
AAS 02 08 0,7 04 06 0,7
AF 01 08 0,2 04 05 0,5

LLA 03 02 0,1 01 04 0,6
LMA 02 06 1,0 02 06 0,7
LMC 02 05 1,0 03 04 0,7
SCH 01 01 0,5 01 01 1,0
SWA 03 01 0,07 01 03 1,0
Outro 00 04 - 00 04 -

Reativação do CMV 07 09 0,2 - - -
Reativação do EBV - - 05 09 1,0
TCTH aparentado 02 23

0,002
09 16

0,8
TCTH não aparentado 13 13 08 18

Fonte de células progenitoras
MO 13 27 0,5 13 27 1,0

SCUP 2 6 1,0 3 05 1,0
CTP 0 3 - 1 2 1,0

ALD: Adrenoleucodistrofia, ASS: Anemia aplástica severa, AF: Anemia de fanconi, LLA: leucemia linfóide aguda, LMA: leucemia mielóide aguda, LMC: 
leucemia mielóide crônica, SCH: Síndrome de Chediak Higashi, SWA: síndrome de Wiskott Aldrich, CMV: Citomegalovírus, TCTH: Transplante de células 
tronco-hematopoiéticas, MO: medula óssea, SCUP: sangue de cordão umbilical e placentário, CTP: células tronco periféricas. *p: Calculado com o Teste 
exato de Fisher ou Q-quadrado, com um intervalo de confiança de 95%.
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DISCUSSÃO

O ensaio para determinar a carga viral é atualmente a melhor ferramenta para detecção e quantificação do EBV, embora a confirmação 
laboratorial da PTLD requeira exame de biópsia e análise histológica21. Embora alguns pacientes apresentassem análise de biópsia detectável 
para EBV no qPCR, nenhum caso foi confirmado histologicamente para PTLD. Uma das explicações para a ausência dessa doença no 
Serviço de TMO é tratamento preventivo antes da instalação da PTLD com anticorpo anti-CD20 (rituximab).

Na avaliação das amostras para EBV dos 51 pacientes, 15 obtiveram resultados detectáveis (29,4%). Omar e colaboradores7 
descreveram, em seu estudo, que 30% dos seus pacientes tiveram, pelo menos, uma carga viral detectável. Já Aalto e colaboradores22 
encontraram um percentual menor, 14%, devido ao maior número de amostras e pacientes (5479 amostras e 406 pacientes).

Com relação aos fatores de risco para infecção/reativação do EBV, apenas o tipo de transplante foi estatisticamente significativo na 
analise multivariada (p < 0,05). As 13 coletas com carga viral acima de 1.000 cópias/ml pertenciam a 5 pacientes diferentes. Interessante 
notar que os cinco foram submetidos ao TCTH não aparentado, quatro eram menores de 17 anos e possuíam sorologia pré-transplante 
negativa para EBV, confirmando que altas cargas virais são encontradas com mais freqüência em pacientes jovens, submetidos ao transplante 
alogênico não aparentado e com infecção primária para EBV pós-transplante. Houve 56 resultados quantificados para EBV abaixo de 1.000 
cópias/ml. Isso evidencia que infecções/reativações pós-transplante podem ocorrer, muitas vezes sem qualquer dano ao paciente.

Dos 51 pacientes que fizeram o teste para CMV, 17 deles (33,3%) tiveram, pelo menos, um resultado de antigenemia reagente. Ruell 
e colaboradores23 encontraram resultado similar, 30%, em seu estudo. Han e colaboradores24 descreveram um percentual de 39%. E outro 
artigo encontrou valor mais elevado: 52,2%25. Índices de reativação do CMV, na literatura, variam de 30 a 70%26.

O tratamento antiviral profilático e/ou preventivo reduz o risco de infecção por CMV e suas complicações27. Vale destacar que, na 
análise multivariada, nenhum fator de risco se mostrou significativo para infecção por CMV.

No presente estudo, a maior limitação foi o tamanho da amostragem. Um número maior de pacientes permitiria uma melhor análise de 
incidência das infecções/reativações virais e avaliação dos fatores de risco para CMV e EBV.

CONCLUSÃO

Concluiu-se com esse estudo que é fundamental determinar a presença de infecção ativa em pacientes com imunidade comprometida. 
Os resultados observados mostraram incidências razoavelmente altas para EBV e CMV. O acompanhamento pós-transplante facilita a 
decisão clínica de tratamento e evita complicações graves relacionadas aos patógenos pesquisados.
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