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RESUMO

O citomegalovirus humano (HCMV) é um importante patégeno associado a
alta morbidade e mortalidade em pacientes transplantados de érgdos soélidos, como
transplantados renais. O tratamento desses pacientes é feito através do uso de
antivirais, sendo que os atualmente licenciados sdo Ganciclovir (GCV), Cidofovir
(CDV) e Foscarnet (FOS). Variacbes na eficacia dos farmacos disponiveis para a
terapia, aliadas a fatores do hospedeiro podem levar ao surgimento de mutagdes no
genoma do HCMV que podem conferir resisténcia aos antivirais. A DNA
polimerase, alvo dos farmacos acima mencionados, é importante sitio de surgimento
dessas mutacdes. Neste estudo, duas regides do gene da DNA polimerase de HCMV
detectados na urina de pacientes transplantados renais foram analisadas a fim de
identificar mutagdes associadas a resisténcia aos farmacos GCV, CDV e FOS. Para
obter a amplificacdo dos fragmentos alvo de DNA de HCMV foi utilizada a técnica
de Nested-PCR. Os amplicons obtidos foram submetidos ao sequenciamento para
identificacdo das mutacdes. Em 48 (55,8%) das 86 amostras testadas foi possivel
detectar o genoma viral. Nenhuma mutacdo associada a resisténcia ja descrita na
literatura foi encontrada, porém uma mutacdo de fendtipo desconhecido foi
identificada (A449V) em uma amostra. Ensaios de determinacédo fenotipica ainda sao
necessarios para caracterizar essa mutacdo. O monitoramento de mutagdes
associadas a resisténcia a farmacos no genoma de HCMV ¢ importante para guiar o
tratamento, melhorando assim o prognostico da infeccdo em pacientes

transplantados.
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1. LISTA DE ABREVIATURAS

HCMV - citomegalovirus humano (Human cytomegalovirus)

HHV-5 — herpesvirus humano 5 (Human herpesvirus 5)

DNA — acido desoxirribonucléico (deoxyribonucleic acid)

ORF — fase de leitura aberta (open reading frame)

Us/U_ — sequéncia Unica curta/longa (unique short/long)

TRs/TR — sequéncia de repeticdo terminal curta/longa (terminal repeat short/long)
IRs/IR| — sequéncia de repeticao invertida curta/longa (inverted repeat short/long)
HSPG — proteoglicanas de heparan sulfato (heparin sulfate proteoglycans)

EGFR — receptor do fator de crescimento epidérmico (epidermal growth factor
receptor)

MAPK - proteinas quinase ativadas por mitégeno (mitogen-activated protein
kinases)

NF-kB — fator nuclear kappa B (nuclear factor kappa B)

SP-1 — proteina de especificidade (specificity protein 1)

oriLyt — origem de replicacdo do ciclo litico

MCP — proteina maior do capsideo (major capsid protein)

SCP — proteina menor do capsideo (small capsid protein)

IE — genes imediatos (immediate-early)

E — genes precoces (early)

L — genes tardios (late)

Pol — polimerase (polymerase)

AP-1 — proteina ativadora 1 (activator protein 1)

MIEP — promotor principal dos genes imediatos (major immediate-early promoter)
HIV — virus da imunodeficiéncia humana (human immunodeficiency virus)

AIDS - sindrome da imunodeficiéncia adquirida (acquired immune deficiency
syndrome)

LDL — lipoproteina de baixa densidade (low density lipoprotein)

MHC - complexo principal de histocompatibilidade (Major histocompability
complex)

IgM — imunoglobulina M (immunoglobulin M)

IgG — imunoglobulina G (immunoglobulin G)

pp28/65/150 — fosfoproteina 28/65/150 (phosphoprotein 28/65/150)



GCV - ganciclovir

vGCV - valganciclovir

CDV - cidofovir

FOS — foscarnet

ACYV — aciclovir (acyclovir)

MBYV — maribavir

dGTP — desoxiguanosina trifosfato (deoxyguanosine triphosphate)
dCTP — desoxicitidina trifosfato (deoxycytidine triphosphate)

ELISA — ensaio imunoenzimatico (enzyme-linked immunosorbent assay)
PCR — reacdo em cadeia da polimerase (polymerase chain reaction)
KTRs — receptores de transplante renal (kidney transplant recipients)

bp — pares de base (base pairs)



2. INTRODUCAO
2.1. CITOMEGALOVIRUS

2.1.1. Taxonomia

O citomegalovirus humano (HCMV), também denominado herpesvirus
humano tipo 5 (HHV-5), pertence a ordem Herpesvirales, familia Herpesviridae,
subfamilia Betaherpesvirinae, género Cytomegalovirus (ICTV, 2012).

2.1.2. Estrutura

O HCMV possui capsideo icosaédrico envolto por uma bicamada lipidica, o
envelope, onde estdo ancoradas glicoproteinas virais. Entre o capsideo e o envelope
existe uma matriz protéica denominada tegumento. A particula viral completa
(virion) possui cerca de 200-300 nm de didmetro, de acordo com a Figura 1
(SINZGER , 2008; FISHMAN, 2013).

Nucleocapsideo

Tegumento
Genoma

-~ Envelope

Complexo glicoprotéico |

Complexo glicoprotéico Il

Figura 1. Estrutura do citomegalovirus. (A) Desenho esquematico indicando as partes
componentes do virion (adaptado de TOMTISHEN |11, 2012). (B) Eletro criomicrografia de
citomegalovirus (BHELLA et al, 2000).

O HCMYV apresenta genoma DNA de fita dupla linear com aproximadamente
235 kpb, e cerca de 208 fases de leitura abertas (ORFs). O genoma do HCMV ¢
composto por duas sequéncias Unicas, uma longa e outra curta (U_. e Us,
respectivamente). Estas sdo flanqueadas em uma extremidade por sequéncias de
repeticdo terminais (TR e TRs) e na outra extremidade por sequéncias de repeticdo



invertidas (IR_ e IRs) (Figura 2). Assim, quatro isoformas podem surgir durante a
replicacdo do virus, sendo que as regides U, e Us sdo encontradas em ambas dire¢des
uma em relacdo a outra (MA et al, 2012).

|| uL L us
TRL IRL IRS TRS
— «— — “

Figura 2. Organizacdo estrutural do genoma do HCMV, baseada na sequéncia de DOLAN
et al (2004). Os dois segmentos Unicos, longo e curto (U. e Us, respectivamente) sdo
flanqueados por sequéncias de repeti¢do terminal (TR e TRg) e invertida (IR. e IRg). As
setas indicam a orientagdo das sequéncias de repeticdo. Os segmentos (a) sdo repetidos nas
duas extremidades do genoma, ¢ (a’) é o segmento interno invertido.

2.1.3. Entrada do virus na célula

Uma grande variedade de tipos celulares pode ser infectada pelo
citomegalovirus: trofoblastos, neurdnios e células da glia, células epiteliais, células
endoteliais, hepatdcitos, células mononucleares do sangue periférico, fibroblastos,
células do musculo liso e células epiteliais da retina (FREIRE et al, 2004; CHAN et
al, 2012; VANARSDALL & JOHNSON, 2012). Assim como outros herpesvirus, o
HCMV possui a capacidade de estabelecer laténcia. A infeccdo latente é estabelecida
em células precursoras da linhagem mieldide, em especial mondcitos-macréfagos.
Nessas células, o genoma apresenta-se na forma epissomal no nucleo e, embora nédo
haja replicacdo viral, a mesma pode ser reativada sob certas condi¢fes (SINCLAIR,
2008).

A entrada do citomegalovirus na célula envolve uma complexa via de ligagédo
a receptores. A glicoproteina de envelope gB do HCMV é essencial para a ligacao,
ancoramento e fusdo de membranas, tendo como receptores proteoglicanas de
heparan sulfato (HSPGs), receptores de fatores de crescimento epidermais (EGFRS) e
integrinas. Além disso, complexos de glicoproteinas virais estdo envolvidos tanto na
ligacdo inicial do virus a célula, como o complexo gM/gN, que também se liga aos
HSPGs, quanto na etapa de fusdo de membranas, como o complexo glicoprotéico
gH/gL que aparentemente apresenta diferentes receptores em diferentes tipos
celulares (COMPTON, 2004; VANARSDALL & JOHNSON, 2012).

A ligacdo do HCMV com receptores celulares induz a ativacdo de varias vias
de transducdo de sinal na célula do hospedeiro, iniciando um influxo de Ca*" na
membrana celular, ativacdo de fosfolipases C e A2, proteina quinase ativada por
mitégeno (MAPK) p38, NF-«xB, e SP-1 (FREIRE et al, 2004). Todas essas alteracoes
estdo associadas com efeitos na expressdo génica da celula do hospedeiro, de modo
que o virus pode reprogramar a transcricao celular para beneficio proprio.

2.1.4. Replicagéo

A replicagdo do HCMV ocorre no nucleo e, logo apos a descapsidacdo, parte
do genoma linear do citomegalovirus é circularizado para dar inicio a transcri¢do e
replicacdo por circulo rolante, a partir de uma origem Unica, oriLyt. Nesse modelo

7



sdo gerados concatameros, produtos de alto peso molecular (ANDERS et al, 2007).
Uma vez que o DNA ¢é replicado no nucleo, ele é clivado e encapsidado por uma
série de produtos génicos codificados pelos genes UL51, UL52, UL56, UL77, UL80,
UL89, UL93 e UL95 (MOCARSKI JR, 2007).

O nucleocapsideo do HCMV é composto por 162 capsomeros com 150
hexons e 12 pentons. A proteina maior do capsideo (MCP, codificada pelo gene
UL86) e a proteina menor do capsideo (SCP, codificada pelos genes UL48-49), sdo
as mais abundantes formadoras dos capsémeros (BRITT, 2007). Apbés o
empacotamento do DNA viral, o nucleocapsideo interage com um complexo de
proteinas do tegumento, seguido do primeiro processo de envelopamento, que ocorre
na membrana nuclear interna. O capsideo sofre o desenvelopamento na membrana
nuclear externa, sendo re-envelopado no Complexo de Golgi. No segundo
envelopamento, a particula adquire, na membrana, os complexos glicoprotéicos,
cujos principais sdo: gB, gM/gN e gH/gL. Algumas proteinas importantes nesse
processo sdo: ppl50 (codificada pelo gene UL32) e pUL96 (UL96), responsaveis
pela estabilidade dos nucleocapsideos durante a translocagédo citoplasmatica; pUL94
(UL94), pUL48 (UL48) e pp28 (UL99) ligadas ao re-envelopamento; e a pUL71
(UL71) e a pUL103 (UL103), ligadas ao egresso citoplasmatico das particulas, que
ocorre por exocitose (MOCARSKI JR, 2007; TANDON & MOCARSKI, 2012).

A expressdo génica durante a replicagdo pode ser dividida em trés fases:
expressao de genes imediatos (IE), precoces (E) e tardios (L). Os genes IE ndo
necessitam de sintese proteica de novo e codificam principalmente fatores de
transcricdo virais. A expressdo dos genes E necessita de proteinas codificadas pelos
genes IE e codificam basicamente proteinas relacionadas a replicacdo viral, enzimas
de reparo e proteinas ndo estruturais. Os genes L sdo expressos apos a replicacao do
DNA e estdo relacionados a formacdo e egresso do virion (MA et al, 2012).

Liberagdo das
particulas virais

CITOPLASMA

-‘ .
2 Trans orte de vesiculas
\ Enlrada/Descapsudacéo /'

- Egresso
citoplasmatico

Formagao do
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Figura 3. O ciclo litico do HCMV. (Adaptado de MOCARSKI JR, 2007). CG - complexo de
Golgi; MT — microtibulos; RE - reticulo endoplasmatico; PN — poro nuclear; MNI — membrana
nuclear interna; MNE — membrana nuclear externa.

2.1.4.1. DNA Polimerase

A DNA polimerase (Pol) do HCMV é codificada pelo gene UL54, um gene
precoce do ciclo litico, e é responsavel pela replicacdo do DNA viral. Essa proteina
atua em complexo com outros componentes, incluindo a proteina acessoria pUL44, a
proteina de ligacdo do DNA de fita simples (pUL57), e o complexo primase-helicase
(codificado pelos genes UL70, UL102 e UL105). A Pol apresenta regides funcionais
conservadas ndo apenas entre os herpesvirus, mas entre uma grande variedade de
organismos. Essas regides conservadas compreendem a regido de polimerizacao,
responsavel pela ligacdo de novos nucleosideos trifosfatos e liberacédo de pirofosfato,
e a 3’-5” Exonuclease, que atua na correg¢ao da sintese, permitindo alta fidelidade de
replicacdo (LURAIN & CHOU, 2010).

2.1.5. Laténcia e Reativagéo

Durante a infeccdo latente ndo ha a expressdo dos genes imediatos,
relacionados com a replicacao viral e o ciclo litico, uma vez que a regido promotora
desses genes esta reprimida pela associagdo com histonas. A expressdo de alguns
genes parece estar ativa durante a laténcia, embora sua importancia durante o ciclo
ainda ndo esteja bem elucidada (SINCLAIR, 2008; MA et al, 2012; LIU et al, 2013).

Fatores ambientais como estresse, inflamagéo, e uso de certas drogas, como
imunossupressores, podem levar & reativacdo do ciclo litico do virus. Essas
alteracdes induzem ao aumento na producdo de fatores de transcricdo como NF-«kB e
AP-1, que atuam sobre o promotor principal dos genes imediatos (MIEP), levando a
um remodelamento da cromatina viral (dissociacdo da histonas) e possibilitando a
entrada no ciclo litico (DE KEYZER, 2011; LIU et al, 2013).

2.2. ASPECTOS CLINICOS

2.2.1. Epidemiologia

O citomegalovirus apresenta-se amplamente disseminado na populagédo
mundial, com taxas de soroprevaléncia podendo variar entre 30% e 97% dependendo
da regido analisada (DE KEYZER et al, 2011). No Brasil, estudos indicam uma taxa
de soropositividade de quase 90% entre a populacdo adulta em geral (DO AMARAL
et al, 2008; MATOS et al, 2010). De um modo geral, paises com um pior
desenvolvimento socioecondmico apresentam maior distribuicdo do virus na
populacdo (CANNON et al, 2010).

A transmissdo do HCMV pode ocorrer pela urina, transfusdo sanguinea,
contato sexual, aleitamento materno, por via transplacentaria, transplante de medula
0ssea ou de orgdos sélidos (DE KEYZER et al, 2011; LIU et al, 2013). Em
individuos imunocompetentes, a infeccdo primaria geralmente é assintomatica,
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embora possam ocorrer casos de sindrome de mononucleose (BIRON, 2006).
Individuos com sistema imune imaturo ou imunodeprimidos podem apresentar
infeccdo associada a alta morbidade e mortalidade, como € o caso de fetos e recém-
nascidos (BUONSENSO et al, 2012), pacientes com HIV/AIDS (BUTLER. &
THORNE, 2012) e receptores de 6rgéos transplantados (DA CUNHA-BANG et al,
2011).

Entre os pacientes transplantados de o¢rgdos soélidos, o risco do
desenvolvimento de doenga é maior quando 0s receptores ndo apresentam
imunidade prévia ao HCMV e quando o doador é soropositivo (perfil D+/R-). Nesses
pacientes, o virus latente no 6rgdo do doador pode ser reativado no receptor
causando infeccdo ativa. Outros fatores de risco incluem o quadro de
imunossupressao (determinada pelas drogas utilizadas, dose e duracédo) e fatores do
hospedeiro (como idade, fatores genéticos e comorbidades) (RAZONABLE et al,
2013; KOTTON, 2010).

2.2.2. Patogenia

O HCMV apresenta potencial para infectar uma grande variedade de tipos
celulares, embora os sitios mais frequentes de manifestacdo clinica sejam o0s
pulmdes, o trato gastointestinal, o figado e a retina. A infeccdo de células endoteliais
contribui para a disseminacdo hematogénea do virus, seja pela transferéncia para
granulécitos, monaocitos ou por desprendimento das células da parede do vaso
sanguineo (SINZGER, 2008). Além disso, a infeccdo de celulas dos vasos
sanguineos pode induzir a proliferacdo e migracdo de células de musculo liso,
captacdo de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) oxidadas, liberagdo de citocinas
e quimiocinas, e aumento de atividade procoagulante das células endoteliais
(COURIVAUD et al, 2013).

A infeccdo ativa por HCMV também aumenta o risco do surgimento de
doencas causadas por patdgenos oportunistas, sejam de origem bacteriana, fungica
ou viral, incluindo a reativacdo de outros herpesvirus em laténcia no hospedeiro
(BOECKH, 2011; KOTTON, 2010; DE KEYZER et al, 2011).

Em transplantados, o ambiente pré-inflamatorio logo apds o transplante atua
sobre 0 genoma viral, induzindo a reativacdo viral. Assim, o0 virus inicia a
disseminacdo local no 6rgdo infectado, podendo posteriormente atingir a corrente
sanguinea e infectar outros 6rgdos-alvo. Além disso, 0 aumento na expressdo do
MHC de classe | nas células do d6rgdo transplantado por causa da infeccao viral pode
iniciar uma rejeicdo aguda pela ativacdo de células T citotoxicas com estimulagdo
aloantigénica concomitante. No caso dos transplantes renais, 0 HCMV pode induzir
o efeito citopatico nas células epiteliais glomerulares e tubulares e em células
endoteliais dos capilares (EMERY, 2012; SMITH & KHANNA, 2013).

2.2.3. Sintomas

Os sintomas dependem basicamente do sitio de infeccdo do HCMV e do
quadro de imunossupressao ou imunodepressao do individuo.
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Pacientes  transplantados  podem  apresentar  febre, leucopenia,
trombocitopenia, linfadenopatia, pneumonite, hepatite, pancreatite, complica¢cdes do
trato gastrointestinal (como ulceras, dor abdominal, diarréia, sangramento e gastrite)
ou até mesmo sintomas envolvendo o sistema nervoso central. A infeccdo pelo
HCMV também esta relacionada a rejeicdo ao 6rgdo transplantado, muitas vezes
relacionada a problemas circulatérios. Ulceras na pele podem ocorrer, embora sejam
extremamente raras (CUKURANOVIC et al, 2012; ARDALAN, 2012; SMITH &
KHANNA, 2013).

2.2.4. Diagnostico

O diagnostico laboratorial da infeccdo pelo HCMV pode ser feito por analise
histopatoldgica, cultura viral, sorologia, antigenemia e deteccdo de acidos nucleicos
virais.

A analise histopatologica associada a deteccdo de antigenos ou é&cidos
nucleicos virais € realizada mediante bidpsia do tecido supostamente infectado. A
deteccdo do virus nos tecidos pode ser feita por imunohistoquimica ou hibridizacdo
in situ. A sensibilidade do teste depende dos anticorpos utilizados, e os resultados
podem variar dependendo de como o tecido é processado (KOTTON, 2010). Apesar
de ser o padrdo ouro para a deteccdo de HCMV, é um método invasivo, de forma que
outras analises sdo mais comumente utilizadas (CUKURANOVIC et al, 2012).

O cultivo viral mantem-se como uma alternativa para o diagnostico da doenca
invasiva do HCMV, especialmente para amostras do trato gastrointestinal. Porém, a
sensibilidade do teste pode variar de acordo com o material coletado para a cultura
(sangue, urina ou tecido), e os resultados podem demorar a aparecer (KOTTON,
2010).

A sorologia detecta anticorpos IgM e 1gG anti-HCMYV, indicando exposicao
prévia ao virus. Em caso de transplante, o teste deve ser feito antes do procedimento,
tanto no doador quanto no receptor. Testes para IgG anti-HCMV sdo mais
especificos que os testes para IgM (KOTTON, 2010). O uso desse método para
diagnostico de uma infec¢do ativa por citomegalovirus apdés um transplante €
limitado, devido ao quadro de imunossupressdo induzida pela medicacdo
(RAZONABLE et al, 2013).

A antigenemia é um teste semiquantitativo que detecta a fosfoproteina 65
(pp65) do citomegalovirus em leucdécitos infectados no sangue periférico. Apresenta
alta sensibilidade e € um importante pardmetro para o inicio da terapia preemptiva,
pois detecta a doenca na fase ativa. Porém, a amostra de sangue deve ser processada
em no maximo 6-8 horas apos a coleta. Além disso, o teste ndo pode ser realizado em
pacientes com leucopenia (KOTTON, 2010; RAZONABLE et al, 2013).

A deteccdo de acidos nucléicos é a principal alternativa a antigenemia. Como
a carga viral varia dependendo do material utilizado (sangue e urina, por exemplo) o
mesmo deve ser utilizado durante toda a monitorizacdo do paciente. O grande
problema ¢ a falta de uma padronizagédo global dos testes de detec¢édo, de modo que
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cada laboratério pode apresentar diferentes resultados, ndo havendo assim limiares
preestabelecidos para a aplicagdo de terapia preemptiva (KOTTON, 2010;
RAZONABLE et al, 2013).

2.2.5. Tratamento

O tratamento para a infeccdo pelo HCMV requer uma combinagdo de
imunomodulacdo, uso de farmacos antivirais e reducdo da imunossupressao, se
possivel. Existem, basicamente, duas estratégias utilizadas para a prevencdo da
doenga ativa do citomegalovirus, a profilaxia universal e terapia preemptiva.

A profilaxia universal ¢ iniciada imediatamente ap6s o transplante e dura por
um periodo determinado. Utilizam-se doses mais baixas de supressores, e podem ser
usados antivirais menos potentes do que aqueles usados para o tratamento da doenca
ativa (BIRON, 2006). Geralmente ndo ha aumento da viremia durante a profilaxia,
mas pode ocorrer uma infecgédo tardia em receptores de alto risco (perfil D+/R-),
(FISHMAN, 2012).

A terapia preemptiva é direcionada por testes laboratoriais de monitoramento
da viremia em pacientes. Se o paciente é virémico, inicia-se a terapia antiviral e/ou a
reducdo da imunossupressao. Esse tipo de estratégia pode diminuir a exposicdo do
paciente aos antivirais, consequentemente diminuindo a toxicidade e os custos
associados ao tratamento. Porém, € necessario um acompanhamento constante dos
niveis de replicacdo viral nos pacientes (CUKURANOVIC et al, 2012; FISHMAN,
2012).

Embora a resisténcia do HCMV aos antivirais possa surgir no decorrer dos
dois tipos de tratamento (CUKURANOVIC et al, 2012), é mais comum na terapia
preemptiva (FISHMAN, 2012; BIRON, 2006).

2.3. ANTIVIRAIS

Existem alguns farmacos atualmente licenciados para o tratamento de
infeccdes sistémicas pelo HCMV: ganciclovir (GCV) e valganciclovir (vGCV),
cidofovir (CDV) e foscarnet (FOS) (CHEVILLOTTE et al, 2010). Além desses,
aciclovir (ACV) e maribavir (MBV) também podem ser utilizados em algumas
situacOes, embora ndo tenham a mesma poténcia dos farmacos citados anteriormente
(BIRON, 2006).
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Figura 4. Estrutura quimica dos principais farmacos utilizados no tratamento da infeccéo
pelo citomegalovirus (Adaptado de BIRON, 2006).

2.3.1. Ganciclovir e Valganciclovir

Ganciclovir (9-[1,3-dihidroxi-2-propoximetilJguanina) é um analogo de
desoxiguanosina, que possui como alvo a DNA polimerase viral. Para se tornar ativo,
0 GCV precisa de trés etapas de fosforilacdo, sendo que a primeira é realizada por
uma quinase viral, a pUL97, seguida de duas fosforilagdes por quinases celulares do
hospedeiro (ERICE, 1999; PRICHARD & KERN, 2011). Em sua forma ativa, o
composto inibe competitivamente a sintese de DNA, de forma que a incorporacao do
ganciclovir trifosfato no lugar de uma dGTP (desoxiguanosina trifosfato) causa uma
diminuicdo e posterior parada na sintese da cadeia de DNA viral (BIRON, 2006;
ERICE, 1999).

Este foi o primeiro farmaco antiviral aprovado para o tratamento da doenca
causada por citomegalovirus e continua sendo a droga de escolha em pacientes
transplantados. Entre os efeitos adversos estdo neutropenia, anemia e
trombocitopenia. O ganciclovir apresenta formulacdo intravenosa (BIRON, 2006).

Valganciclovir é a pro-droga do ganciclovir. E de administracdo oral, sendo
rapidamente metabolizado na parede intestinal e no figado. Possui alta
biodisponibilidade (BIRON, 2006; PRICHARD & KERN, 2011).

2.3.2. Cidofovir

Cidofovir (1-[(S)-3-hidroxi-2-(fosfonometoxi)propil]citosina) € um analogo
de desoxicitidina monofosfatado. Atinge sua forma ativa ap6s duas etapas de
fosforilacdo executadas por quinases do hospedeiro, e por isso ndo necessita de
fosforilagéo prévia por quinases virais (ERICE, 1999; PRICHARD & KERN, 2011).
O CDV difosfato atua como um inibidor competitivo da DNA polimerase viral, de
forma semelhante ao GCV trifosfato, porém é incorporado no lugar de uma dCTP
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(desoxicitosina trifosfato), causando um término prematuro da sintese de DNA viral
(BIRON, 2006; ERICE, 1999).

O uso desse farmaco no tratamento contra HCMV ¢ limitado por sua alta
nefrotoxicidade, de modo que o CDV permanece como droga de segunda opgéo
(CUKURANOVIC et al, 2012; BIRON, 2006).

2.3.3. Foscarnet

Foscarnet (fosfonoformato trissédico) é um anélogo de pirofosfato, que atua
inibindo de forma reversivel e ndo competitiva a atividade da DNA polimerase viral.
N&o necessita de ativacdo intracelular e ndo € incorporado a cadeia de DNA viral
sintetizada (ERICE, 1999). O FOS bloqueia o sitio de ligacdo ao pirofosfato da
polimerase, impedindo a clivagem do pirofosfato do desoxinucleosideo trifosfato
adicionado na cadeia de DNA, impedindo a sua sintese (PRICHARD & KERN,
2011; BIRON, 2006).

Neurotoxicidade e nefrotoxicidade séo fatores limitantes para o uso de FOS
na clinica, embora ainda seja importante por ser efetivo contra a maioria das cepas
GCV-resistentes (CUKURANOVIC et al, 2012).

| UL97 quinase

l Quinases Quinases

Quinases Quinases

celulares celulares

(Analogo de monofosfato)

(Andlogo de pirofosfato)

(_DNAPolimerase Viral ) Alteragdo no sitio catalitico ou

Alteracdo no sitio de ligagdo P-P ! p— Wdade da exonuclease
l Resisténcia a GCV

Inibicdo da Replicagdo do HCMV Resisténcia a CDV

Figura 5. Esquema ilustrando o mecanismo de agdo dos antivirais utilizados no tratamento
contra HCMV, todos tendo como alvo a DNA polimerase viral. A pUL97 quinase atua na
primeira etapa de fosforilagdo do GCV, que ainda é fosforilado por quinases celulares mais
duas vezes até atingir sua forma ativa e ser incorporado pela DNA polimerase viral. O CDV
¢ um analogo de monofosfato e necessita de duas etapas de fosforilacdo pelas quinases
celulares para sua forma ativa trifosfatada. FOS é um analogo de pirofosfato e ndo necessita
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de ativacdo prévia. Mutagcdes em diferentes sitios da DNA polimerase podem conferir
resisténcia aos antivirais. (Adaptado de LURAIN & CHOU, 2010).

2.3.4. Outros farmacos

2.3.4.1. Aciclovir

Aciclovir ¢ um analogo de 2’-desoxiguanosina. Assim como o GCV,
aciclovir também necessita de varias etapas de fosforilacdo para atingir sua forma
ativa trifosfatada (BIRON, 2006).

2.3.4.2. Maribavir

Maribavir € um ribosideo de benzimidazole, e atua como um inibidor ATP-
competitivo da quinase pUL97 viral (HAKKI & CHOU, 2011). Seu uso pode anular
o efeito antiviral do GCV, pela inibicdo da atividade da pUL97, embora apresente
um aumento na atividade anti-HCMV quando combinada com FOS ou CDV
(STRASFELD & CHOU, 2010).

2.3.4.3. CMX001

CMX001 é um ester lipidico de cidofovir (hexadexiloxipropil-CDV), uma
pré-droga com excelente biodisponibilidade oral, que foi reportada como mais
potente e menos nefrotdxica do que a formulacdo intravenosa de CDV atualmente
utilizada. Estd em fase de estudos clinicos (PAINTER et al, 2012; MARTY et al,
2013).

2.3.4.4. Inibidores da clivagem do DNA

Tomeglovir (BAY-384766) e GW-275175X atuam inibindo a clivagem e
processamento do DNA para empacotamento no capsideo, importantes passos na
replicacdo viral. As duas drogas encontram-se em fase de testes (LURAIN & CHOU,
2010; STRASFELD & CHOU, 2010).
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Figura 6. Estrutura quimica de antivirais com ac¢do contra HCMV. Aciclovir (a) e Maribavir
(b) sdo usados em casos especificos, embora ndo tenham a mesma eficacia que os farmacos
licenciados; CMX001 (c), BAY 384766 (d) e GW 275175X (e) séo drogas em fase de testes,
surgindo como alternativas aquelas ja presentes no mercado (Adaptado de BIRON, 2006).

2.4. MUTACOES

2.4.1. Como surgem

Quando o tratamento com antivirais ndo é capaz de suprimir totalmente a
replicacdo viral, seja por doses insuficientes de farmaco ou pelo estado de
imunossupressdo do hospedeiro, ocorre um processo de selecdo que favorece
variantes do virus resistentes ao farmaco utilizado na terapia. Por terem a capacidade
de se replicar na presenca dos antivirais, essas variantes podem adquirir mutacoes
adicionais que melhoram sua capacidade replicativa, aumentando ainda mais sua
resisténcia (CHEVILLOTTE et al, 2010). Na clinica, esse fendmeno pode ser
observado pela persisténcia ou aumento da carga viral no plasma, ou mesmo pelo
surgimento de doenca ou de sintomas clinicos, apesar da terapia. Embora tenham
sido descritos casos de infec¢bes assintomaticas causadas por virus resistentes a
drogas, essas variantes geralmente estdo associadas a casos mais graves de doenca,
talvez porque os fatores associados com o surgimento da resisténcia sejam também
fatores predisponentes das formas mais sérias da doenga do citomegalovirus
(STRASFELD & CHOU, 2010).

2.4.2. Sitios de resisténcia no gene da DNA polimerase

Mutacdes no gene da DNA polimerase estdo concentradas em regides
conservadas, podendo conferir resisténcia a um farmaco ou resisténcia cruzada (mais
comum entre GCV e CDV). Altera¢des na regido da exonuclease podem aumentar a
atividade de correcdo da polimerase, de modo que os andlogos GCV e CDV seréo
mais facilmente identificados e eliminados. Portanto, nesse dominio concentram-se
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mutagdes relacionadas a resisténcia a esses antivirais. Outras mutacfes podem levar
a um decréscimo na afinidade a compostos antivirais, o que afeta a atividadade de
GCV, CDV e FOS, e pode levar a uma resisténcia cruzada (CHEVILLOTTE et al,
2010; LURAIN & CHOU, 2010).

3'-5' Exonuclease Ligacédo a
% >|| Proteina Acessoria
L Polimerizagéo |
I |
Exol IV/Exoll SC/Exolll I VI I I VILV
l . I B J
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Figura 7. Organizacgdo estrutural do gene UL54 do citomegalovirus, com indicagdes das
regiGes funcionais e regides conservadas do gene. No desenho esquematico estéo indicadas,
acima do genoma viral, as regides génicas que estdo relacionadas com fungdes especificas. A
linha M, com marcagdes em vermelho, mostra sitios onde ja foram identificadas mutacdes
relacionadas a resisténcia aos antivirais. A linha P, com marcagdes em azul, indica sitios de
polimorfismos sem ligacdo com resisténcia. (Adaptado de LURAIN & CHOU, 2010).

2.4.3. Métodos de deteccdo de mutacGes

Quando ha suspeita do surgimento de uma cepa resistente, alguns testes
laboratoriais podem ser feitos para verificar a presenca de mutagfes. Existem dois
tipos de testes para deteccdo de virus resistentes: fenotipicos e genotipicos.

2.4.3.1. Testes Fenotipicos

Sdo baseados na determinacdo da concentracdo de droga necessaria para
reduzir a replicagéo viral em uma cultura celular.

O ensaio de reducdo de placas é considerado o padrdo ouro, pois pode-se
observar e quantificar o efeito citopéatico viral, obtendo-se assim uma medida da
infectividade viral. Para isso, inocula-se a amostra viral de interesse em uma cultura
celular, sob concentra¢fes conhecidas do farmaco ao qual a amostra é supostamente
resistente. E um teste demorado, podendo levar de 3 a 4 semanas para se obter um
bom resultado de uma amostra clinica (LURAIN & CHOU, 2010; ERICE, 1999).

Além disso, existem testes baseados na hibridizacdo de DNA-DNA, ensaios
imunoenzimaticos (ELISA), imunofluorescéncia, citometria de fluxo e PCR real-
time (LURAIN & CHOU, 2010; ERICE, 1999).

2.4.3.2. Testes Genotipicos

S&o importantes para a confirmacdo de suspeitas clinicas, além de fornecer
informacdes sobre possiveis resisténcias cruzadas com outras drogas. Porem, ndo é
possivel distinguir polimorfismos de mutagdes associadas a resisténcia sem
informagdes de bancos de dados ou sem proceder testes fenotipicos. Entre os testes
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genotipicos encontram-se analise com enzimas de restricdo, PCR Real-time e
sequenciamento.

A anélise por enzimas de restricdo baseia-se no fato de que algumas mutacdes
podem levar ao surgimento ou perda de sitios de restricdo, alterando o padrdo de
bandas de produtos de PCR visualizado em um gel de agarose. A grande
desvantagem € que poucas mutacdes sdo capazes de produzir esse tipo de efeito,
além da possibilidade de que a mudanca de padrdo de digestdo tenha sido causada
por um polimorfismo, proximo a uma regido de mutagdo, levando a uma
interpretacéo errada do resultado (LURAIN & CHOU, 2010).

Na PCR Real-time pode-se utilizar sondas com corantes fluorescentes
diferentes para cada sitio de mutacdo, de forma a analisar mais de uma mutagdo em
cada reacdo. E necessaria pouca concentracdo de DNA para amplificagdo. Porém,
polimorfismos préoximos a mutacbes conhecidas podem afetar a leitura, e é
necessaria uma sonda para identificar cada codon mutado (LURAIN & CHOU,
2010).

A amplificacdo por PCR seguida de sequenciamento permite analisar todas as
alteracbes presentes na regido amplificada. Porém, a qualidade da amostra é
importante, para evitar artefatos e erros de sequenciamento e leitura (LURAIN &
CHOU, 2010; HAKKI & CHOU, 2011).

Considerando a alta frequéncia de infecgdo pelo HCMV em humanos e a
importancia da infeccdo por esse virus em pacientes submetidos ao transplante de
Orgdos, € importante monitorar a presenca de mutagdes associadas ao uso de
antivirais. Portanto, os objetivos desse trabalho foram detectar o genoma de
citomegalovirus em amostras de urina de pacientes transplantados renais e amplificar
e sequenciar regicbes do gene UL54, a fim de verificar a existéncia de mutacdes
relacionadas a resisténcia a antivirais atualmente licenciados para o tratamento da
infeccdo por HCMV.
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Abstract

Human cytomegalovirus infections are important causes of morbidity and mortality in kidney
transplant recipients. Anti-viral therapy usually consists of a combination of immunomodulatory and
antiviral drugs. The emergence of mutations in the viral genome may lead to a drug-resistance
phenotype, which thwarts the anti-viral treatment. In this study, the existence of these mutations was
assessed in virus DNA detected from urine samples of kidney transplant recipients. Nested-PCR
amplification of specific regions of HCMV UL54 gene targeted the 3°-5" exonuclease and the
polymerization sites. A total of 86 urine samples were analyzed, and the viral genome was detected in
48 samples (55.8%). No resistance-associated mutations were found in the polymerization site,
whereas a mutation with unknown phenotype (A449V) was found in the 3°-5” exonuclease region of
one sample. Some facts may be linked to the lack of detection of resistance-associated mutations:
these samples in fact did not display drug resistance-associated mutations or the resistance-associated
mutations were present in other genomic sites. To examine such hypothesis, further investigations will
proceed, including the analysis of a higher number of clinical samples and the sequence analysis of a
broader genomic region of the HCMV UL54 gene.
Keywords Human cytomegalovirus, DNA polymerase, UL54, mutation, antiviral resistance, kidney

transplant
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Introduction

Human cytomegalovirus (HCMV) is a widespread betaherpesvirus which remains an
important cause of morbidity in immunocompromised hosts, such as kidney transplant recipients
(KTRs) [1-3]. The most important risk factor for the development of HCMV associated disease ensues
when a seronegative recipient receives the organ from a seropositive donor (D+/R-). In addition,
immunosuppression (determined by the antiviral treatment of choice, genetic host factors,
comorbidity, and others) is also a risk factor for the development of disease [1]. The HCMV
syndrome is characterized by fever, neutropenia, thrombocytopenia, atypical lymphocytosis and
malaise, or by tissue-invasive disease. The severity of those manifestations may vary according to the
immune status of the patient [3]. Two strategies may be used for the treatment of the patient:
preemptive and prophylactic therapies. Both approaches, however, can lead to the emergence of drug
resistance, caused by mutations in the viral DNA [1, 4-6].

Current antiviral drugs used for the treatment of HCMV infections are Ganciclovir (GCV),
Cidofovir (CDV) and Foscarnet (FOS), all targeting the viral DNA polymerase. GCV and CDV need
two-step phosphorylations by cellular protein kinases (in addition GCV needs a prior step of
phosphorylation by a viral protein kinase, pUL97), while FOS doesn’t need any previous activation
[7-9]. Drug doses and bioavailabity, long exposure and overall state of host’s immunosuppression are
important factors that lead to emergence of drug resistance [10, 11].

Two conserved sites in the HCMV UL54 gene (which codes the DNA polymerase) seem to
concentrate drug resistance-associated mutations: 3°-5’ exonuclease region, ranging from the codons
379 to 588, and the polymerization region, from codon 700 to 845. Mutations of the exonuclease
region are commonly linked with GCV, CDV or GCV/CDV resistance, while mutations in the
polymerization region may be related with resistance to any of the drugs [9, 12]. New drug-resistance
mutations (as well as polymorphisms) can be discovered using molecular biology tools, once there’s a
suspected case of resistance, or even in routine tests [9, 13].

In this study, urine samples from kidney transplant recipients were analyzed in order to
identify HCMV positive samples and to detect the presence of known resistance-associated mutations

or new undescribed mutations.

Material and Methods
DNA samples

Total DNA was extracted from urine samples of subjects submitted to kidney transplant at
the Complexo Hospitalar Santa Casa de Misericérdia de Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil,
from March to November 2007. The samples have been stored in -20°C until processing. A total of 86

samples were analyzed.
Nested-PCR amplification of UL54

Specific primers were designed to amplify the regions of interest in the UL54 gene by
Nested-PCR (Table 1).
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Table 1. List of primers used in this study.

Region Primer Sequence (5°-3°) Size (bp)
1F AAGATGACACGCCGCAACG 578
3-5 1R CCTTCCGAATACGAGCTGC
Exonuclease 2F GCAACGGAATTTTAGCCAGC 534
region 2R GCTTTTCTTTCAACGGTACGC
1F CTGATGATGTTTCGAGCCCC 497
Polymerization 1R CAACCTCTGCTACTCCACC
region 2F TGCTGCTCTCCTCCGAATCC 368
2R CTTTGTGCGTGCTTCGGTGC

The first reaction conditions to amplify both regions were identical, and performed in a
Mastercycler Personal (Eppendorf) as follows: 94°C for 3 min, 35 cycles of 94°C for 50s, 54°C for 50s
and 72°C for 50s, with a final extension step of 72°C for 3 min. The PCR reaction was performed with
2.5uL 10X PCR Buffer, 1JuL dNTP 10mM, 0.5 pL MgCl, 50mM, 5pM of each primer, 1.5U Taq
DNA Polymerase, 2uL DNA template and sterile deionized water to complete a total volume of 25pL.

The second round of amplification was performed with 1pL of the DNA template obtained
from the first reaction, with 2.5uL 10X PCR Buffer, 1uL dNTP 10mM, 0.5 pL MgCl, 50mM, 5pM of
each primer, 1.5U Taq DNA Polymerase, 0.5uL DMSO and sterilized deionized water to complete a
total volume of 25uL. The reaction conditions were 94°C for 3 min, 35 cycles of 94°C for 50s, 57°C
for 50s (for the polymerization region) or 56°C for 50s (for 3°-5 for the exonuclase region) and 72°C
for 50s, with a final extension step of 72°C for 3 min.

The amplification results were analyzed by 1% agarose gel electrophoresis stained with
ethidium bromide and visualized in a transluminator. The DNA fragments were compared with a

commercial molecular weight marker (100bp DNA Ladder, New England BioLabs®).
Sequencing and Analysis

Amplicons of the expected size were sequenced using the ABI-PRISM 3100 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems). Each sample was sequenced using the forward (2F) and the reverse
(2R) primers separately, in order to obtain both DNA strands. Sequence assembly and analysis of the
data obtained were performed with SeqMan Pro™ (Lasergene®) [14]. BioEdit 7.0 [15] was used for
alignment, translation of sequences and identification of mutations. The mutations and polymorphisms
found here were analyzed by an algorithm developed by AG Bioinfomatics and Systems Biology,
Institute of Neural Information Processing / Institute of Virology (ULM University) [16].

The strain Merlin (NC_006273) was used as the reference sequence.

Results
Cytomegalovirus genome detection
The amplification of both target amplicons, the 534 bp fragment from the 3’-5° exonuclease

region and the 368 bp fragment from the polymerization region, were obtained from all positive
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samples (48 out of 86). The fragment sizes of the amplicons were compared with a commercial

molecular weight marker by an electrophoresis analysis.

Sequence analysis of the polymerization region

All the amplicons (n= 48) obtained from the amplification of the polimerazation region were
submitted to sequencing. In the analyzed fragment, only one sample displayed a polymorphism that
differed from the sequence displayed from the reference sequence (G874R) [17]. The remaining

obtained sequences were identical to the reference strain (Table 2).

Sequence analysis of the 3°-5” exonuclease region
From the 48 amplicons obtained, 39 were sequenced. A mutation without previous
description in literature was found in one sample, A449V (Table 2). The localization of this mutation

can be seen in Figure 1. Other samples did not show mutations in the fragment analyzed.

R449V

- L6555
S685N
G874R
S897L

~~— D89I8N
T11608A
V1164A

| {
N ™r=t T T T e T e Tt IER U e

— mutation not in database — muta jated with drug resistance

ciated with genetic polymorphism

List of Mutations: A449V, L6555, S685N, GB74R, S897L, D8I8N, T11084, V11644

Figure 1. Map of DNA polymerase gene showing the position of the mutation (in black) and the
polymorphism (in blue) found is this study. The mutations were inserted in the strain Merlin sequence
and analyzed using the algorithm developed by ULM [16], which compares the inserted sequence
with the wild-type HCMV sequence. The Merlin strain natural polymorphisms are also showed in

blue.
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Table 2. List of samples analyzed and mutations found in comparison with the reference sequence
(strain Merlin).

Sample ID Resistance-associated Unknown mutations Polymorphisms
mutations

C122-216 - - -

C122-500 - - -

C122-503 - - -

C122-515 - - -

C122-563 - - -

C122-594 - - -

C122-860" - - -

C123-018 - - -

C123-021*" NS NS NS

C123-062 - - -

C123-069 - - -

C123-071*

C123-133* - - -

C123-136 - - -

C123-234 - - -

C123-306*" NS NS NS

C123-308 - - -

C123-310 - - -

C123-338 - - -

C123-349 - - -

C123-405 - - -

C123-694" - - -

C123-825 - - -

C123-979 - - -
* Not sequenced for polymerization region
* Not sequenced for 3°-5° exonuclease
NS = Not sequenced
- = No mutations found
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Discussion

In this study, nested-PCR amplifications targeting two different regions of the UL54 gene of
HCMV were designed and applied to total DNA extracted from urine obtained from 86 patients
previously submitted to kidney transplantation. The obtained amplicons were submitted to sequencing
and sequence analysis in search of drug resistance associated mutations.

From the 86 samples analyzed, 48 were HCMV positive in both PCRs. From the total, some
amplicons, eight for the polymerization region and nine for the 3’-5’ exonuclease region, were not
included in the sequence analysis due to the low quality of the sequenced material obtained, despite
the amplification of a correct size fragment. The analysis of the polymerization region resulted in the
detection of a previously described polymorphism in one sample, G874R, which apparently does not
affect the virus susceptibility to the drugs [17]. Meanwhile, the amplification and sequencing of the
3’-5” exonuclease region resulted in the detection of a mutation in one sample. This is a mutation of
unknown nature, A449V, and it is described here for the first time. As a consequence, it is at the
moment impossible to know if this mutation leads to the resistance to the commonly used drugs used
in the treatment of HCMV infections. A phenotypic study, in which a virus isolate harboring this
mutation is used in plaque reduction assay or DNA hybridization assay, is necessary to characterize
this mutation [9, 13, 18].

No previously described resistance-associated mutations were found among the 48 HCMV
positive samples analyzed here. This may reflect a recent establishment of the treatment, as the
emergence of resistance-associated mutations takes time after the therapy starts, commonly around
100 or 200 days [19-21]. The regions analyzed in this study were chosen for amplification and
analysis because they seem to concentrate most of the resistance-associated mutations described in
literature [9, 12]. However, such mutations may indeed appear in other sites of the DNA polymerase
gene or in other genes (e.g. the UL97 gene), depending partially on which drug has been used in
treatment [7, 9, 12]. In addition, a single mutation may have no association with a resistance
phenotype, but two or more mutations together can lead to this phenotype [18]. Here, the lack of
information about the clinical and pharmacological history of patients restricts the conclusions of this
study. If treatment has begun recently, for instance, there is little chance to find any antiviral-induced
mutation in the HCMV genome [5, 10].

The infection with a HCMV resistant strain does not necessarily lead to the development of
more severe symptoms; however, the association with predisposing factors usually led to a worse
prognostic of the disease [12]. Consequently the knowledge on the circulation of drugs resistant
HCMV isolates in humans is important to avoid wrong therapeutic approaches, which may lead to the
emergence of more resistance-associated mutations. To our knowledge, this is the first study that
describes the search for these mutations in HCMV positive samples obtained from KTR in the

Southern Region of Brazil.
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4. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

O uso de técnicas de biologia molecular para a deteccdo de mutagdes
associadas a resisténcia aos farmacos utilizados no tratamento da infecgdo pelo
HCMYV em pacientes de grupos de risco é relativamente comum, e conforme novas
tecnologias véo surgindo, sdo também elas empregadas nesse tipo de estudo, como o
sequenciamento de nova geracdo (SAHOO et al, 2013). O sequenciamento se
sobrepbe a outras técnicas pois permite visualizar a mutacdo, diminuindo
drasticamente a possibilidade de erros de interpretacdo. Porém, a identificacdo de
mutacOes ainda ndo descritas exige ainda a associacdo destas abordagens com
técnicas de avaliacdo fenotipica, como o ensaio de reducdo de placa, para a
caracterizacdo de novas amostras resistentes (LURAIN & CHOU, 2010; ERICE,
1999).

Na populacdo estudada, a frequéncia de HCMV foi de 55,8%. Porém, o0 uso
de amostras de descarte ndo permitiu 0 acesso aos historicos clinico e farmacoldgico
dos pacientes, de modo que ndo podem ser feitas maiores inferéncias a respeito dos
resultados obtidos. O farmaco utilizado, o estado de imunossupressao do paciente e 0
tempo de terapia sdo fatores determinantes para o surgimento de mutacOes
relacionadas a resisténcia no genoma viral (CHEVILLOTTE et al, 2010). Mesmo
assim, uma mutacédo de fendtipo desconhecido foi encontrada. Na continuidade desse
trabalho, poderia ser construido um virus recombinante com a mutacdo no gene
UL54 (CHOU et al, 2003) a fim de empregar os ja referidos testes fenotipicos e
poder caracterizar a mutacdo como associada ou ndo a resisténcia a drogas anti-
virais.
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