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Resumo

O citomegalovirus (CMV) é a principal causa de infecdo congénita em todo o mundo,
afetando cerca de 0,6-0,7% dos recém-nascidos (RN) nos paises desenvolvidos. Em
Portugal estima-se que a prevaléncia da infegcdo congénita por CMV seja de 1,05%. Os
RN com infe¢@o congénita manifestam & nascenca sinais de envolvimento multiorganico
ou a forma mais grave da infe¢cdo congénita, a doenca das inclusdes citomegalicas, que
além do envolvimento multissistémico existe comprometimento do sistema nervoso

central.

Os elevados custos associados ao tratamento e apoio as criancas com sequelas,
nomeadamente a surdez neurosensorial infanti e o atraso no desenvolvimento
neuropsicomotor, demonstram que a infegdo congénita por CMV é um problema social
importante. O diagnostico laboratorial da infe¢cdo por CMV durante a gravidez bem como
as medidas preventivas contra a infecdo congénita por CMV tém sido alvo de varios
estudos cujo objetivo é diminuir o impacto da infecdo congénita por CMV na saude
publica. Contudo, o diagnostico laboratorial persiste como um assunto controverso na
comunidade médica. De facto a determinacdo dos anticorpos anti-CMV na gravida nao
fornece informacao adicional para a prevencgéo e o progndstico de uma provavel infecédo
congénita. No entanto, em paises cujo estudo serolégico da gravida se realiza, a
confirmacéo laboratorial de infecdo materna pelo CMV durante a gravidez implica verificar
a possibilidade de comprometimento fetal, através de técnicas invasivas e nao invasivas.
A confirmacédo da infe¢cdo congénita pelo CMV no recém-nascido € realizada através de
métodos diretos como a técnica de shell-vial e a PCR em amostras de urina ou saliva, até
as 2 semanas de nascimento, de modo a garantir que a transmissdo do CMV ocorreu

durante a gravidez.

A prevengdo da infe¢cdo congénita durante a gravidez assenta em medidas preventivas
primarias. No entanto, estas medidas ndo sdo 100% eficazes na prevencdo da
transmissao intra-uterina do CMV. A auséncia de um tratamento adequado e aprovado
para gravidas e recém-nascidos infetados, conduziu a véarios estudos recorrerem a
imunizacdo passiva, através da administracdo de imunoglobulinas hiperimunes em
mulheres com primoinfecdo durante a gravidez, e & imunizagéo ativa, via vacinagéo de
mulheres seronegativas, como medidas preventivas eficazes da infe¢cdo congénita pelo
CMV. Embora sem conclusdes definitivas, os resultados destes estudos revelam
conclusbes promissoras na prevencdo da transmissdo intra-uterina do CMV e

consequentemente da infecdo congénita pelo CMV.

Palavras-chave: citomegalovirus, infecdo congénita, prevencéao, diagnéstico, tratamento,
vacinas




Abstract

Cytomegalovirus (CMV) is the leading cause of congenital infection worldwide, affecting
about 0,6-0,7% of newborns (NB) in developed countries. In Portugal it is estimated that
the prevalence of congenital CMV infection is 1,05%. Newborns with congenital infection
at birth manifested signs of multiorgan involvement, or the most severe form of congenital
infection, the disease cytomegalic inclusions, that besides the multisystemic involvement it

affects the central nervous system.

The high costs associated with treatment and support for children with sequelae, including
sensorineural hearing loss and cognitive deficits, demonstrate that congenital CMV
infection is a major social problem. The laboratory diagnosis of CMV infection during
pregnancy as well as preventive measures against congenital CMV infection have been
the target of several studies aimed at reducing the impact of congenital CMV infection in
public health. However, the laboratory diagnosis remains a controversial subject in the
medical community. In fact the determination of anti-CMV antibodies in pregnant does not
provide additional information for the prevention and prognosis of probable congenital
infection. Yet, in countries where the pregnant serological study is carried out, a laboratory
confirmation of maternal CMV infection during pregnancy involves checking the possibility
of fetal compromise using invasive and non-invasive techniques. On the other hand, in the
newborn confirmation of congenital CMV infection is performed using methods such as
shell vial technique and PCR until 2 weeks of birth, in order to ensure that the

transmission of CMV occurred during pregnancy.

The prevention of congenital infection during pregnancy is based on primary preventive
measures. But, these measures are not 100% effective in preventing intrauterine
transmission of CMV. The absence of an approved treatment for infected pregnant
women and newborns, has led to several studies resort to passive immunization, via
administration of hyperimmune immunoglobulins in women with primary infection during
pregnancy, and active immunization, by vaccination in seronegative women, as effective
measures of congenital CMV infection. There is still a long way to go, however the results
of clinical trials show promising findings in the prevention of intrauterine transmission of

CMV and consequently of congenital CMV infection.

Keywords: congenital cytomegalovirus, newborn, prevention, diagnosis, treatment,
vaccines
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Lista de Abreviaturas

CTLs - células T citotoxicas

CDC - Centers for Disease Control and Prevention

CMV - citomegalovirus

CMV-HIG - (Cytomegalovirus hyperimmuneglobulin) imunoglobulina hiperimune CMV
DNA — (deoxyribonucleic acid) acido desoxirribonucleico

EUA — Estados Unidos da América

FDA — Food and Drugs Administration

GCV- ganciclovir

gB — glicoproteina B

HSV — (Herpes simplex virus) virus herpes simplex

IgG — imunoglobulina classe G

IgM — imunoglobulina classe M

LA — liquido amnidtico

PCR - (Polimerase Chain Reaction) Reacéo de polimerizacdo em cadeia
PNDP - Programa Nacional de Diagndstico Precoce

RNM - ressonancia nuclear magnética

RN — recém-nascido

Val-GCV - valganciclovir

VZV — (Varicella-zoster virus) virus varicela-zoster
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1. Citomegalovirus

O citomegalovirus (CMV), também designado Herpesvirus Humano tipo 5, € um virus de
DNA pertencente a familia Herpesviridae e subfamilia B-herpesvirinae. Como outros
membros desta familia, 0 CMV possui capacidade de laténcia, apdés uma primoinfecao.
Esta caracteristica permite ao CMV estabelecer uma infecdo persistente no interior das
células hematopoiéticas progenitoras e mondcitos, sem ativar o sistema imunitério
(Shenks et al, 2013). Em imunocompetentes a primoinfecéo pelo CMV é na maioria dos
casos assintomatica, podendo no entanto provocar nhalguns casos um sindrome
mononucledsico, caracterizado por febre, fadiga, ligeira faringite, reduzida linfoadenopatia

e ainda hepatoesplenomegalia nalguns casos (Shenks et al, 2013).

Durante o periodo de laténcia podem ocorrer reativacdes do CMV, que consiste num
periodo de replicagdo ativa do virus. Embora os fatores envolvidos no processo de
reativagdo ainda ndo estejam completamente esclarecidos, estas infe¢cbes tém sido
observadas em situacbes de imunossupressdo ou durante a gravidez (Shenks et al,
2013). Geralmente sdo infegcbes assintométicas, exceto em individuos
imunocomprometidos, podendo provocar pneumonia, esofagite, encefalite, hepatite, colite
e retinite (Shenks et al, 2013).

O CMV € um virus com uma distribuicdo mundial, cuja seroprevaléncia varia entre 45-
100% de acordo com as condi¢cbes socioecondmicas e os fatores demograficos como o
sexo, a raca e a faixa etaria (Cannon et al, 2010; (Kenneson et al, 2007). Segundo a
literatura, a seroprevaléncia é maior em individuos do sexo feminino em idade
reprodutiva, ndo-caucasianos e de classe social mais baixa (Cannon et al, 2010).

A seroprevaléncia do CMV em Portugal é de 77% e os distritos com maior percentagem
sdo Guarda, Braga e Vila Real (Figura 1), com 89,5%, 86,4% e 85,2%, respetivamente
(Lopo et al, 2011).
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Figura 1 - Seroprevaléncia do CMV distribuida pelos distritos de Portugal (Lopo et al, 2011)

Face a elevada prevaléncia de anticorpos anti-CMV e a capacidade de laténcia, o CMV
suscita particular interesse na salde materno-infantil, especialmente no que concerne a
infecdo congénita por CMV e as suas implicagcdes diagnosticas, terapéuticas e
preventivas.

Torna-se desde logo importante distinguir uma infecdo congénita de uma infecdo
perinatal, devido & maior morbilidade associada a infe¢cdo congénita. A infecao perinatal é
geralmente assintomatica e ndo esta associada a lesdes a nivel do sistema nervoso
central (Shenks et al, 2013).

A infecdo congénita por CMV distingue-se da infe¢do perinatal pelo periodo em que
ocorre a transmissao do virus. A infecdo congénita ocorre durante a gravidez enquanto a
infecdo perinatal ocorre durante o parto através do contato com as secrecdes cervicais,
ou durante as primeiras semanas de vida através da ingestdo de leite materno ou do

contacto com fluidos bioldgicos de individuos infetados (Shenks et al, 2013).

O impacto da infecdo congénita por CMV na Saude Publica ja é conhecido e debatido
pela comunidade médica. Nos Estados Unidos da América (EUA) e em varios paises da
Europa é reconhecida como um problema social importante, devido aos custos
relacionados com o tratamento e apoio as criangas com sequelas como a surdez
neurosensorial infantii e com o acompanhamento das familias afetadas (Lopo et al,
2011).
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2. Infecdo congénita por citomegalovirus

O CMV é a principal causa de infecdo congénita em todo o mundo, afetando cerca de
0,6-0,7% dos recém-nascidos (RN) nos paises desenvolvidos (Kenneson et al, 2007;
(Dollard et al, 2007). Um estudo sistematico que englobou dados estatisticos de 11 paises
de Africa, Asia e América Latina mostrou uma prevaléncia superior, nomeadamente 0,6-
6,1% dos RN (Lanzieri et al, 2014).

Em Portugal estima-se que a prevaléncia da infecdo congénita por CMV seja de 1,05%
(Paixao et al, 2009), valor superior a prevaléncia média de 0,64% obtida numa meta-
analise que incluiu 34 estudos distribuidos por varios paises europeus, americanos e
asiaticos (Kenneson et al, 2007).

O registo nacional de casos de infecdo congénita por CMV pela Unidade de Vigilancia
Pediatrica da Sociedade Portuguesa de Pediatria estd implementado desde janeiro 2006
e registou até Junho de 2009, um total de 36 casos (Paixéao et al, 2010).

A infecdo congénita por CMV é mais frequente em RN de mdaes anteriormente
seronegativas para o0 CMV e que adquiriram a sua primoinfecdo durante a gravidez
(Shenks et al, 2013). Em Portugal, a prevaléncia de mulheres seronegativas é de 19,8%,
sendo que 43% s&o mulheres em idade reprodutiva, entre os 20 e 44 anos (Lopo et al,
2011), representando o principal grupo de risco para a primoinfegdo do CMV com
potencial capacidade de transmissdo do virus ao feto. Por outro lado, 80,2% das
mulheres em Portugal sdo seropositivas para o CMV (Lopo et al, 2011). No entanto, a
infecdo congénita em gravidas seropositivas para o CMV, pode ocorrer também atraves
de infe¢cBes secundarias como a reinfecéo e a reativacéo (Shenks et al, 2013).

Em populagbes com elevada taxa de seroprevaléncia do CMV, o risco de transmissao é
superior assim como o numero de reinfecdes. Estima-se que um aumento de 10% da
seroprevaléncia nas mulheres é responsavel por um aumento de 0,26% na prevaléncia

da infecdo congénita no RN (Kenneson et al, 2007).
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2.1. Transmissao intra-uterina

A primoinfecdo por CMV durante a gravidez ocorre entre 1-7% das gravidas
seronegativas (Hyde et al, 2010). A transmissé&o intra-uterina do CMV para o feto nas
gravidas seronegativas ocorre entre 14,2-52,4% dos casos (Kenneson et al, 2007).

A reativacao ou reinfecdo do CMV durante a gravidez ocorre entre 10-30% das gravidas
seropositivas e o risco de transmissao intra-uterina é de 1,1-1,7% (Kenneson et al, 2007;
Guerra et al, 2000; Stagno et al, 1986).

A principal via de transmissdo € a via hematogénica, pela passagem de leucécitos
maternos infetados para o epitélio tubular renal fetal, através dos vasos sanguineos do
corddo umbilical. O CMV inicia a sua replicagcdo nas células epiteliais (Ornoy et al, 2006).
A relacdo intima entre as células endoteliais uterinas e as células epiteliais do
citotrofoblasto, que estdo em contacto com os fibroblastos das vilosidades coridnicas e as
células endoteliais dos capilares fetais, permitem a transmisséao intra-uterina (Revello et
al, 2004; (Adler et al, 2007).

Foram descritas outras vias de transmissao intra-uterina, nomeadamente, a infecédo direta
do endotélio através de leucdcitos maternos infetados, pela presenca de lesdes na
camada do sinciciotrofoblasto, particularmente no terceiro trimestre da gravidez; e a
infec@o do citotrofoblasto subjacente ao sinciotiotrofoblasto por transcitose do CMV ligado
as imunoglobulinas de classe G (IgG) de baixa avidez, uma vez que o complexo nao é
reconhecido pelos macréfagos das vilosidades coriénicas (Revello et al, 2004; (Maidji et
al, 2006; Fisher et al, 2000).

Nas diferentes vias de transmissdao podem ocorrer lesbes a nivel da placenta como a
inflamacdo, a fibrose e necrose das vilosidades coridnicas, e a nivel do feto. As
complicacdes clinicas que os RN manifestam a nascenga como a microcefalia resultam
principalmente da insuficiéncia placentaria, ja as lesdes a nivel do sistema nervoso
central sdo consequéncia da infe¢éo fetal e hipoxia (Adler et al, 2007; Cheeran et al,
2009).

A infecdo congénita pode ocorrer em qualquer periodo da gravidez, embora as
complicacdes clinicas para o feto sejam mais severas no 1° trimestre da gravidez, cerca
de 35-45% diminuindo até 0-25% no 2° e 3° trimestres (Lazzarotto et al, 2011; Pass et al,
2006). De facto, nos primeiros meses de gravidez o CMV provoca efeitos teratogénicos
no feto, periodo correspondente com a migracdo das células neuronais da zona
germinativa paraventricular para a placa cortical, entre as 12 e 24 semanas de gravidez
(Gressens et al, 2006).
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O CMV provoca maiores lesdes nas células neurais ndo diferenciadas, induzindo a perda
de células tronco neurais e células intermediarias, que se manifesta em microcefalia.
Polimicrogiria, braquicéfalo, espacos pericerebrais dilatados sdo outras consequéncias
dos problemas de diferenciacdo neural e migracao de células tronco (Gressens et al,
2006; Buonsenso et al, 2012). Primoinfecdes apds este periodo resultam em lesbes da
matéria branca do cérebro sem desenvolvimento de malformagdes cerebrais (Jones et al,
2003).

2.2. Manifestagdes clinicas

Entre 85-90% dos recém-nascidos (RN) com infegdo congénita, confirmada
laboratorialmente, sdo assintomaticos a nascenga. No entanto 10-15% destes RN
assintomaticos podem desenvolver sequelas tardias como surdez neurosensorial,
diminuicdo da acuidade visual e alteragbes neuroldgicas progressivas e percetiveis ao
longo da infancia, geralmente nos primeiros 2 anos (Shenks et al, 2013).

Os RN sintomaticos, 10-15% dos casos, manifestam sinais tipicos de infegdo congénita,
com envolvimento de mudltiplos érgéos: hepatoesplenomegalia, ictericia, microcefalia,
calcificagdes intracranianas, hidropsia, petéquias ou purpura. Podem ainda manifestar a
forma mais grave da infegdo congénita, a doenga das inclusGes citomegalicas, que além
do envolvimento multissistémico ha ainda comprometimento do sistema nervoso central
(Shenks et al, 2013). Estes RN podem manifestar algumas sequelas nomeadamente
atraso do desenvolvimento neuropsicomotor, crises convulsivas, corioretinites, atrofia do
nervo 6tico, perda auditiva e defeitos na denticdo (Shenks et al, 2013). Estima-se que
30% dos RN sintométicos cursem com evolucao letal, devido a coagulacéo intravascular
disseminada, disfuncao hepatica e hemorragias (Dollard et al, 2007; Buonsenso et al,
2012).

A infe¢do congénita por CMV decorrente de uma primoinfe¢cdo durante a gravidez esta
associada a um maior niumero de problemas fetais, sobretudo nas primeiras 16 a 22
semanas de gravidez (Fowler et al, 1992). As reinfecdes e reativacbes em gravidas
seropositivas para o CMV raramente provocam sequelas graves no feto e os RN séo
geralmente assintomaticos a nascenca, o que demonstra o contributo das IgG maternas
na prevencao da transmissédo e infecdo fetal (Zalel et al, 2008). No entanto, ja foram
descritas complicagcfes clinicas severas em RN com infegcdo congénita por CMV de

gravidas seropositivas (Gaytant et al, 2003; Ahlfors et al, 2001).
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3. Diagnéstico laboratorial da infecdo congénita por CMV

A determinacdo do estado imunitario para o0 CMV na gravida permite a identificacdo das
mulheres ndo imunes e a determinacdo de uma primoinfecao pelo CMV (Toscano et al,
2009).

Em vérios paises da Europa e também em Israel, o estudo seroldgico do perfil imunitario
da mulher é realizado antes da gravidez e, no caso de gravidas seronegativas,
monitorizado durante a gravidez (Adler et al, 2013; Nigro et al, 2012; Reichman et al,
2014). Contudo, o rastreio pré-concecional sistemético ndo é recomendado devido: i) ao
prognéstico inconclusivo dos fetos infetados; ii) a auséncia medidas preventivas efetivas;
i) a auséncia de uma vacina eficaz; e iv) a seguranca questionavel das medidas

terapéuticas (Lazzarotto et al, 2011; Vide Tavares et al, 2011).

Embora a Norma n°37/2013, da Direcdo Geral de Saude, relativo aos exames
laboratoriais na gravidez de baixo risco, ndo contemple o rastreio da infecdo pelo CMV,
este € aconselhado desde 2006 na Circular Normativa n°2/DSMIA, como componente
basico dos cuidados pré-concecionais, salientando a importancia do estudo do perfil
imunitario para o CMV da futura gravida (Direcdo Geral de Saude (DGS), 2013; DGS
2006).

Devido a auséncia de um rastreio pré-concecional para o0 CMV vérias abordagens tém
sido apresentadas, nomeadamente: i) o rastreio universal a todas as mulheres ou
gravidas recentes; ii) o rastreio apenas a mulheres com maior risco de adquirirem uma
primoinfecdo (mulheres cujo contacto com criangas com idade inferior a 3 anos €
frequente ou prolongado, mulheres com filhos pequenos, mulheres que trabalham em
creches ou infantarios); iii) o rastreio e respetivo teste de avidez a gravidas com 20
semanas de gravidez, uma vez que o risco de infecao é superior neste periodo (Walker et
al, 2013).

Um estudo analisou a relacdo custo-eficacia destas 3 abordagens e concluiu que o
rastreio universal apresenta melhor relacdo custo-eficAcia quando comparado com a
alternativa terapéutica pela administracdo da imunoglobulina hiperimune CMV (Cahill et
al, 2009).
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3.1.Na mulher gravida

O diagndstico da infecdo pelo CMV durante a gravidez é um assunto controverso na
comunidade médica, visto que a determinagcdo dos anticorpos anti-CMV na gravida nao
fornece informacao adicional para a prevencdo e o prognéstico de uma provavel infecao
congénita.

Em gravidas seronegativas um resultado positivo para anticorpos anti-CMV durante o
decorrer da gravidez ndo determina a probabilidade de ocorrer transmissao intra-uterina
do CMV e consequentemente de ocorrer infecdo congénita. Por outro lado, um resultado
negativo para anticorpos anti-CMV ndo exclui a probabilidade de ocorrer infecéo
congénita, uma vez que a adogdo das medidas preventivas ndo sdo 100% eficazes na
prevencédo da infecdo congénita por CMV (Lazzarotto et al, 2011).

De igual modo, em gravidas seropositivas a presenca de anticorpos contra o0 CMV nédo
exclui a probabilidade de ocorrer uma infe¢cdo congénita, dado que a seropositividade ndo
traduz imunidade contra o CMV (Lazzarotto et al, 2011). Na infecdo pelo CMV, a
imunidade celular tem um papel mais relevante face a novas infe¢cdes, do que os

anticorpos neutralizantes produzidos ap6s infe¢do natural (Gerna et al, 2008).

No entanto, ainda é usual o estudo serolégico do perfil imunitario para o CMV durante a
gravidez. A detecdo de anticorpos anti-CMV é geralmente realizada por ensaios
imunoenzimaticos como a ELISA (enzyme linked sorbent imunoassay), ELFA (enzyme-
linked fluorescence assay) ou por quimioluminescéncia (Lazzarotto et al, 2008). Ambas

as metodologias determinam os niveis de anticorpos especificos IgM e IgG anti-CMV.

O diagnéstico de uma primoinfecdo por CMV assenta na observacdo de uma
seroconversdo das IgG em amostras séricas colhidas com um intervalo superior a 4
semanas (Adler et al, 2011). A detecdo de uma seroconversdo durante a gravidez nem
sempre € possivel devido a auséncia de uma colheita pré-concecional. Na
impossibilidade de detecdo da seroconversdo, a presenca de anticorpos IgM anti-CMV
numa amostra sérica ndo é condi¢cdo suficiente para um diagnéstico de infe¢cdo primaria,
uma vez que estes anticorpos podem: i) persistir até 6 a 9 meses ap6s uma primoinfe¢ao;
i) manter-se em titulo elevado entre gestacdes consecutivas e iii) ser detetados em
infecbes ndo associadas ao CMV, devido a reacao cruzada com IgM especificas contra
outros virus (parvovirus B19, virus Epstein-Barr) e o fator reumatéide (De Carolis et al,
2010; Lazzarotto et al, 2004). Assim, a presenca de anticorpos IgM € indicativo de uma
infecdo priméria recente ou tardia ou até mesmo uma reativacéo ou reinfegdo (Lazzarotto
et al, 2011).
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O diagnéstico de uma reativacdo ou reinfecao pelo CMV é obtido pelo aumento do titulo
de IgG anti-CMV ou pela presenca de IgM anti-CMV (Lazzarotto et al, 2011). Contudo, o
diagnostico seroldgico realizado de modo isolado, nas gravidas seropositivas nem
sempre indica a presenca de uma infecdo secundéria por reativacdo ou reinfecdo, uma
vez ndo se verifica aumento do titulo de 1gG anti-CMV nem a presenca de IgM anti-CMV,
gue confirmem a observacdo de alterac6es morfolégicas no feto pela ecografia fetal
(Zalel et al, 2008; Zafar et al, 2006).

Visto que a detecdo de anticorpos IgG e IgM anti-CMV ndo define a ocorréncia de uma
primoinfe¢cdo durante a gravidez ou o risco de transmissdo intra-uterina, recorre-se a
outras técnicas de apoio para esse efeito, nomeadamente ao teste de avidez das IgG

e/ou ao western-blot para a detecdo de IgM (Figura 2) (Leruez-Ville et al, 2013).

[ IgG e IgM anti-CMV positivo ]

\ 4
Teste de avidez
(I9G)

l \4 v

Baixa avidez Avidez intermédia Elevada avidez
(indice< 0,6) (0,6<indice< 0,8) (indice> 0,8)
| > 12 semanas | < 12 semanas
[ Western-blot ]
Primoinfecdo Positivo I Negativo
recente

N&o é possivel excluir Primoinfecdo
primoinfe¢do recente tardia

Figura 2 — Algoritmo perante um resultado IgM positivo para CMV

(adaptado da Sociedade Portuguesa de Virologia, 2009; Toscano et al, 2009)

O teste de avidez consiste na determinacdo da afinidade funcional dos anticorpos da
classe 1gG ao antigénio, através da determinagdo da resisténcia da ligacdo antigénio-
anticorpo a um agente dissociante como agentes desnaturantes de proteinas ou
desestabilizantes de ligacdes de pontes de hidrogénio, tais como solucdes de dietilamina,
cloridrato de guanidina ou ureia (Blackburn et al, 1991). O titulo de anticorpos IgG anti-

CMV é quantificado através de ensaios imunoenzimaticos antes e apds tratamento com o
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agente dissociante, para a obtencdo do indice de avidez. A razdo entre os valores de
densidade OGtica obtidos no ensaio com o0 agente dissociante e no ensaio sem o agente
dissociante corresponde ao valor do indice de avidez (Blackburn et al, 1991).

A afinidade funcional dos anticorpos ao antigénio especifico aumenta progressivamente
ao longo da resposta imunoldgica. Até os trés primeiros meses apés a infecdo priméria,
as IgG produzidas apresentam uma baixa avidez, que evidencia uma infecdo recente. Por
outro lado, a detecdo de IgG anti-CMV de alta avidez, mesmo na presenca de IgM anti-
CMV, caracteriza a infecdo como tardia com a presenca de IgM residual (Lazzarotto et al,
2000). Trata-se de um teste altamente especifico (100%) quando realizado entre as 6 e
18 semanas de gravidez (Lazzarotto et al, 2000). A realizagédo deste teste antes das 18
semanas de gravidez permite excluir com elevada probabilidade uma infecdo primaria
pelo CMV, no entanto depois das 20 semanas de gravidez a sensibilidade deste teste
diminui para 62,5% (Lazzarotto et al, 2000).

O western-blot é uma técnica alternativa em gravidas com idade gestacional superior a
12 semanas ou em gravidas cujo indice de avidez das IgG se situa entre 0,6 e 0,8.
Consiste num ensaio imunoenzimatico que avalia a presencga de anticorpos IgM anti-CMV
contra proteinas do CMV: p150, p38 e p52. Consoante o perfil de reatividade é possivel
classificar o resultado como positivo, negativo ou indeterminado. Um resultado positivo
implica reatividade para duas ou trés proteinas do CMV, incluindo a proteina p52
(Lazzarotto et al, 1997).

O uso de varias proteinas viricas para a detecdo de IgM anti-CMV aumenta a
especificidade do western-blot, sendo considerado como um teste confirmatério. E uma

técnica cuja sensibilidade e especificidade sdo de 100% (Lazzarotto et al, 2000).

De suporte ao diagndstico serolégico existem testes viroldgicos diretos como o teste de
antigenemia que deteta antigénios do CMV e a técnica de Polimerase Chain Reaction
(PCR) que amplifica e identifica o acido desoxirribonucleico (DNA) do CMV. Todavia,
estes métodos ndo permitem datar o curso da infegio nem estimar o risco de
transmisséo e gravidade da infegcdo congénita (Lazzarotto et al, 2008; Lazzarotto et al,
2004). Além de que ambos os testes apresentaram baixa sensibilidade (14.3% teste de
antigenemia e 47.6% PCR) para a detecdo da transmisséo intra-uterina do CMV em
gestantes que adquiriram primoinfec&o entre as 4 e 30 semanas de gravidez (Lazzarotto
et al, 2004).
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3.2.No feto

Ap6s confirmacao laboratorial de infecdo materna pelo CMV durante a gravidez é
imperativo verificar a possibilidade de comprometimento fetal, através de técnicas
invasivas como a amniocentese e cordocentese e técnicas nao invasivas como a

ecografia fetal e a ressonancia nuclear magnética (Lazzarotto et al, 2011).

O diagnéstico de infecdo congénita através do liquido amnidtico (LA) obtido por
amniocentese € o mais apropriado (Lazzarotto et al, 2011). A amniocentese deve ser
realizada pelas 20 e 23 semanas de gravidez, periodo suficiente para a transmisséo intra-
uterina do CMV, e até 6 a 7 semanas apoés o inicio da infe¢cdo materna, periodo em que o
feto excreta quantidade suficiente do virus (Vide Tavares et al, 2011; Yinon et al, 2010;
Goegebuer et al, 2009).

O CMV pode ser detetado no LA pela técnica de PCR em tempo real ou pela técnica de
shell-vial (Goegebuer et al, 2009). A técnica de PCR em tempo real permite a dete¢éo do
DNA do CMV. A detecdo do DNA do CMV confirma a presenca de infecdo fetal (valor
preditivo positivo de 100%), mas ndo determina a sua gravidade. No entanto, um estudo
estabeleceu um valor preditivo de infe¢cdo congénita assintomatica e um valor preditivo de
infecdo congénita sintomatica quando a carga virica é superior a 1000 copias/mL e a
100000 cépias/mL, respetivamente (Guerra et al, 2000). E uma técnica com elevada
especificidade mas com um valor preditivo negativo de 94,2% (Lazzarotto et al, 2011),
sendo possivel a obtencéo de resultados falso-negativos. As principais situacdes que dao
origem a estes resultados sdo: o tempo inadequado de amniocentese; o inapropriado
transporte ou processamento da amostra; e a inibicdo da PCR por compostos do préprio
LA (Goegebuer et al, 2009).

A técnica de shell-vial combina a cultura celular em tubo com técnicas imunoldgicas para
a detegdo de antigénios nucleares do CMV (Gleaves et al, 1985). A técnica de shell-vial
utiliza uma cultura em monocamada de células MRC5 (células permissivas a infe¢éo por
CMV) numa lamela contida num tubo de vidro. A centrifugacdo da amostra sobre a
cultura antes da incubag&o potencializa a entrada do virus na cultura celular através da
ligagdo das glicoproteinas viricas aos recetores celulares. Apés 24 ou 48 horas de
incubacao realiza-se uma reacédo de imunofluorescéncia em que os anticorpos anti-CMV
conjugados com a fluoresceina reagem com uma das glicoproteinas do CMV (ex.: pp65)
nas células infetadas da cultura celular. A cultura celular é observada ao microscopio de
fluorescéncia para a identificacdo de células infetadas por CMV, pela emissdo de cor

verde fluorescente (Gleaves et al, 1985).
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A cordocentese consiste na colheita de sangue fetal pelo corddo umbilical. Como técnica
invasiva com um risco de perda fetal de 0,5-1% dos casos, ndo é indicada para o
diagndstico de infe¢@o congénita por CMV (Coll et al, 2009). No entanto, é recomendada
nos casos de infecdo congénita grave, a fim de confirmar a disseminacdo da infecdo e
estabelecer o progndstico (Benoist et al, 2008). A sensibilidade da técnica de PCR em
sangue do cordao (41-92,3%) ¢é inferior a sensibilidade obtida no LA (Revello et al, 2002).
No entanto, a presenca de trombocitopenia inferior a 100 000/mm?® no sangue do corddo

umbilical é indicativo de mau prognéstico (Benoist et al, 2008).

Perante um resultado negativo para DNA do CMV no LA, a gravida deve ser informada
de um possivel resultado falso-negativo, pelas razbes acima referidas. Pelo que se
recomenda a dete¢cdo do CMV na urina do recém-nascido até as 2 semanas apos o
nascimento. Por outro lado, na presenca de um resultado positivo para DNA do CMV no
LA, recomenda-se a realizagdo de uma ecografia fetal ou ultrassonografia para avaliar a
gravidade da infecdo congénita. Esta técnica ndo invasiva fornece informacgdes
importantes a respeito do prognostico fetal, pela identificagdo de malformagdes
estruturais no feto. As possiveis alteragcbes ecogréficas evidenciadas numa infecéo
congénita incluem alteracdes no (Vide Tavares et al, 2011; Benoist et al, 2008):
a) sistema nervoso central - ventriculomegalia, hidrocefalia, microcefalia, calcificagbes
intracranianas;
b) sistema gastrointestinal - hiperecogenicidade intestinal, focos hiperecogénicos
hepaticos e esplénicos, hepatoesplenomegalia, ascite;
c) sistema cardiovascular - cardiomegalia; cardiomiopati, derrame pericardico, defeitos
cardiacos septais;
d) sistema urinario - rins hiperecogénicos; hidronefrose
e) crescimento — restricdo de crescimento fetal grave e precoce
f) liquido amnidtico — oligodramnia ou polidramnia (indice de liquido amniético < 8mm e
> 180mm, respetivamente) e eventual anasarca feto-placentaria

g) placenta — placentomegalia

A ecografia fetal deve ser realizada a cada 2 a 4 semanas, de forma a monitorizar ao
longo da gravidez o aparecimento de alteragbes morfologicas, que podem auxiliar no
prognoéstico da infegdo congénita (Bonalumi et al, 2011). No entanto, a sensibilidade da
ecografia fetal é baixa, apenas 20% dos fetos infetados s&o identificados, o que significa
gue a auséncia de alterac6es morfologicas ndo exclui a presenca de infecdo congénita
(Guerra et al, 2008).
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A ressonancia nuclear magnética (RNM) pode ser utilizada como método complementar a
ecografia fetal para esclarecer o diagnéstico das alteragcbes morfologicas fetais,
oferecendo informacdes adicionais, principalmente a nivel do sistema nervoso central
(Vide Tavares et al, 2011; Picone et al, 2008). De facto, a inclusdo da RNM como exame
complementar da ecografia fetal aumenta o valor preditivo positivo do diagnéstico de
alteracdes cerebrais em fetos infetados pelo CMV (Benoist et al, 2008). Aléem de auxiliar
no diagnostico, a RNM permite estabelecer o prognéstico da infecéo fetal pela presenca
das respetivas alteracbes morfologicas fetais (Bonalumi et al, 2011). Se evidéncia de
malformacdes, considerar interrup¢cdo voluntaria da gravidez por indicacdo médica ou

administracdo de imunoglobulina hiperimune (Walker et al, 2013).
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3.3.No recém-nascido

O diagndéstico de infegdo congénita por CMV no RN deve ser realizado até as 2 semanas
de nascimento, de modo a garantir que se esté a diagnosticar uma infegcdo que ocorreu
durante a gravidez (de Vries et al, 2012). Apds este periodo a transmissao pelo CMV
pode ocorrer via leite materno ou por contacto com fluidos biolégicos infetados, sendo

considerada uma infecdo perinatal (Shenks et al, 2013).

A detecdo de anticorpos séricos anti-CMV no RN néo € utilizada no diagnéstico de
infecdo congénita, uma vez que os anticorpos IgG podem ser de origem materna por
transferéncia placentéria e os anticorpos IgM, embora indicadores de infecdo congénita,

estdo presentes apenas em 20-70% dos RN (Revello et al, 2002).

O diagndstico de infecdo congénita por CMV no RN é realizado através de métodos
diretos como a técnica de shell-vial e 0 PCR em amostras de urina ou saliva. O produto
bioldgico mais indicado no diagndstico de infecdo congénita em RN é a urina, dada a
intensa excrecao viral através do sistema urinario do RN (de Vries et al, 2012).

Na urina, o CMV pode ser isolado e identificado pela técnica de shell-vial ou detetado
através do DNA pela técnica de PCR. O método de referéncia no diagnostico de infe¢éo
congénita em RN é a técnica shell-vial, no entanto o PCR tem sido descrita como um
método sensivel, especifico e rapido no diagnéstico de infecdo congénita em RN
(Lazzarotto et al, 2011; Paixao et al, 2012).

Um resultado negativo em ambas as técnicas indica que o RN nao tem infecdo congénita
por CMV e ndo necessita de ser sujeito a outros testes laboratoriais. Um resultado
positivo € indicativo de infecdo congénita por CMV e devem ser realizados exames
audiométricos e avaliagfes de desenvolvimento periodicamente ao RN, nos meses 1, 3, 6
e 12 até completar o primeiro ano e anualmente até a idade escolar (Lazzarotto et al,
2011).

Face a dificuldade técnica da colheita de urina no RN vérios estudos realizaram a
detecdo do CMV por PCR em amostras de saliva (Boppana et al, 2011; Yamamoto et al,
2011; Yamamoto et al, 2006).

Um estudo com 9845 amostras de saliva de RN colhidas imediatamente ap6s o
nascimento concluiu que a dete¢cdo do DNA do CMV por PCR em amostras de saliva é
eficaz e viavel para o diagnostico de infegcdo congénita por CMV em RN (Barkai et al,
2014). Todas as amostras salivares positivas para DNA do CMV foram confirmadas pela
técnica de shell-vial e PCR em amostras de urina. No entanto, a presenca de outros virus

na mucosa bucal do RN podem dar origem a resultados falso-positivos, o que implica a
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confirmacdo de todos os resultados positivos em amostras de urina (Balcarek et al,
1993).

A técnica de shell-vial, embora especifica e sensivel para o diagnéstico da infecao
congénita por CMV, néo permite o estudo epidemiolégico em grande escala do CMV. O
facto de ser uma técnica demorada (cerca de 24 a 48 horas) e dispendiosa e a
necessidade de manter a estabilidade do poder infecioso do virus para isolamento sédo
algumas razbes que impedem a realizacdo de estudos epidemiolégicos (Barbi et al,
2006). Nos ultimos anos a utilizagdo dos guthrie cards, como alternativa ao método shell-
vial para o diagnéstico da infecdo congénita por CMV em RN, tem sido alvo de varios
estudos (Barbi et al, 1996; Barbi et al, 2000; Paixao et al, 2009). Os guthrie cards sao
utiizados no rastreio neonatal para a identificagdo de doencas hereditarias do
metabolismo, responsaveis por provocar atraso mental irreversivel, atraso motor,
alteracdes neurologicas ou a morte da crianca (Vilarinho et al, 2006). Em Portugal, o
Programa Nacional de Diagnéstico Precoce (PNDP) teve inicio em 1979 com o rastreio
da fenilcetondria e desde 2004 faz o rastreio de aminoacidopatias, doencas da beta
oxidag&o mitocondrial e acidurias organicas (Ministério da Saude, 2010). Embora o PNDP
ndo contempla a detecdo do CMV, segundo a Lei N° 12/2005 de protecdo de dados
genéticos, as amostras de sangue seco em papel obtidas no rastreio neonatal podem ser
utilizadas para investigagdo desde que previamente anonimizadas (Assembleia da
Républica, 2005).

A utilizacdo de amostras de sangue seco colhidas em papel de filtro tem como principais
vantagens: i) a garantia de que a presenca de CMV se deve exclusivamente a uma
transmissao intra-uterina durante a gravidez, uma vez que a amostra de sangue seco é
colhida entre o terceiro e o sexto dia de vida (Programa Nacional de Diagndstico Precoce
et al, 2007); ii) a estabilidade da amostra (ja foi detetato o DNA do CMV em 63 guthrie
cards arquivados ha 18 anos) (Barbi et al, 2000); iii) evita que o RN seja sujeito a um
novo procedimento invasivo através de uma colheita de sangue destinada para a detegéo
do DNA do CMV.

A detecdo do CMV nos guthrie cards é realizada através da técnica de PCR, cuja
sensibilidade varia entre 71% e 100%, dependo do método de extragdo do acido nucléico

e da populacéo estudada (de Vries et al, 2009).
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4. Prevencdao dainfecdo congénita

4.1.Medidas de higiene

Na auséncia de uma vacina aprovada contra o CMV e de um tratamento eficaz aprovado
tanto no periodo pré-natal como no periodo pds-natal, a principal forma de prevencéo da
infec@o congénita por CMV é evitar a transmisséo do virus da mée para o feto (Thackeray
et al, 2013; Gaulédo et al, 2013).

A prevencao é essencial ndo sé na gravida seronegativa como também na seropositiva,
uma vez que pode ocorrer reinfegdo. A gravida deve estar alerta para medidas que
reduzem o risco de adquirir uma infecdo pelo CMV durante a gravidez, tais como:
(Lazzarotto et al, 2011; Johnson et al, 2012; Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo
Jorge et al; Centers for Disease Control and Prevention (CDC), 2012)

» Reforcar os habitos de higiene pessoal: lavagem das méos com agua e sabdo

(durante 15-20 segundos), ap0s o contato com fraldas, saliva ou secrecdes
respiratorias de criangas, uma vez que sdo o principal reservatério do CMV e
excretam prolongadamente grandes quantidades de virus na urina, fezes e saliva.
A transmissdo do CMV é consideravelmente reduzida através de habitos de higiene
redobrados, uma vez que o involucro lipidico do CMV é facilmente degradado pela
maioria dos detergentes, sabdes ou alcoois, o0 que significa que a utilizacdo destes
produtos € uma forma eficiente de inativar o virus (Shenks et al, 2013).

* Na&o beijar criangas com idade inferior a 6 anos, na boca ou na face; limitar-se a

beijar na testa, na cabeca ou substituir o beijo por um abraco.
» Nao partilhar comida, bebida ou utensilios (brinquedos, chupeta) com as criangas.

« Gravidas cuja situagéo profissional implica um relacionamento com criancas deverao
trabalhar com criangas com idade superior a 2 anos e meio, sobretudo se

seronegativa ou se desconhece 0 seu estado imunitario para o CMV.

Varios estudos corroboram as medidas preventivas divulgadas pelo Centers for Disease
Control and Prevention (CDC) dos EUA e dé&o relevancia & educacgédo e formacado das
mulheres em idade fértil, gravidas e futuras gravidas relativamente a infegcdo pelo CMV e
as suas implicacbes (Jeon et al, 2006; (Lim et al, 2012; (Cordier et al, 2012). Estudos
demonstraram que a formagédo em gravidas sobre medidas de higiene pessoal durante a
gravidez resultou na diminuicdo da taxa de seroconversdo do CMV (Adler et al 2004,

Vauloup-Fellous et al 2009).
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Um estudo em mées seronegativas com filhos em infantarios, instruidas relativamente as
medidas de prevencgéo da transmissdo do CMV, revelou uma taxa de infecdo por CMV
significativamente mais baixa comparativamente a maes néo instruidas (Johnson et al,
2012).

Em margo de 2013, um ensaio clinico deu inicio ao processo de recrutamento de
gravidas seronegativas com idade gestacional inferior a 20 semanas com o objetivo de
avaliar se a intervencdo comportamental para a prevencdo do CMV pode alterar os
comportamentos de higiene da gravida, a fim de diminuir o risco de infecdo primaria na
gravidez (ClinicalTrials.gov NCT01819519). O grupo experimental sera abordado durante
a consulta pré-natal com uma intervencao educacional através de um video de prevengéo
do CMV e entrega de informacdo preventiva e calendario com informacdo sobre os
comportamentos de higiene. Receberdo ainda semanalmente mensagens/e-mails como
lembretes sobre os comportamentos de higiene. A data estimada para a conclusao do

estudo é marco de 2015, pelo que n&o existem ainda resultados disponiveis.

A relacdo entre a formacdo das gravidas sobre medidas de higiene pessoal durante a
gravidez e a diminuicdo da taxa de seroconversdo do CMV, levou ao desenvolvimento de
outros estudos sobre o conhecimento da infecdo congénita por CMV por parte da
populacdo. Entre eles esta um estudo que envolveu 643 mulheres dos EUA onde foi
demonstrado que apenas 22% das mulheres tinham conhecimento da infecdo congénita
por CMV (Jeon et al, 2006). A infegdo congénita por CMV ocupa o ultimo lugar das
patologias de transmisséo transplacentaria conhecidas pelas mulheres incluidas neste
estudo (Figura 3) (Jeon et al, 2006).

Infecéo congénita CMV 22 |

Hidropsia fetal (Parvovirus B19) 32]

Infegdo congénita Toxoplasmose 37 |

Sindrome da rubéola congénita 53|

Infec&o por Streptococcus grupo B 59]

Espinha bifida 76|

Sindrome alcodlico fetal 83 |

Sindrome da morte stbita infantil 94 |

Sindrome de Down 97]

HIV/SIDA 98 |
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Percentagem de mulheres com conhecimento da patologia

Figura 3 - Conhecimento das mulheres sobre as patologias no recém-nascido (adaptado de Jeon et al, 2006)

Monografia do 2°ciclo de Estudos Conducente ao Grau de Mestre em Analises clinicas H



Outro estudo analisou as respostas do questionario da Healthstyles de 4184 participantes
dos EUA, 2181 mulheres e 2003 homens, tendo-se verificado que apenas 13% das
mulheres (Figura 4) e 7% dos homens tinham conhecimento da infegdo congénita por
CMV (Cannon et al, 2012). A percentagem das mulheres com conhecimento da infegéo
congénita por CMV foi inferior & obtida no estudo realizado em 2008, em que 14% das
mulheres tinham conhecimento desta infecdo (Ross et al, 2008).

Infe¢do congénita CMV - o

Sindrome da rubéola congénita

Infec@o congénita Toxoplasmose

Infeg&o por Streptococcus grupo B | 29
Hidropsia fetal (Parvovirus B19) | 42
Sindrome alcodlico fetal 80
Espinha bifida | 83
Autismo | 93
Sindrome da morte sdbita infantil | 95
HIV/SIDA ' 7 =

Sindrome de Down

0 20 40 60 80 100

Percentagem de mulheres com conhecimento da patologia

Figura 4 - Conhecimento de mulheres sobre as patologias no recém-nascido (adaptado de Cannon et al, 2012)

As diferengcas encontradas nos acima estudos descritos (Jeon et al 2006, Ross et al
2008, Cannon et al 2012) devem-se essencialmente ao tipo de amostragem que nao
pode ser inferido para a populacdo e a aplicacdo de diferentes questionarios. A
amostragem por conveniéncia pode introduzir viés na interpretacdo dos resultados, uma
vez que o conhecimento da infecdo pelo CMV varia significativamente com a idade, raca,

nivel de formacao, zona geogréfica e condicées socioecondémicas.

No entanto, a percentagem de mulheres que conhecem a infe¢cdo congénita por CMV é
muito baixa em todos os estudos, sendo importante uma maior consciencializacdo de
toda a populacdo sobre a problematica da infecdo congénita por CMV e formacédo sobre
as medidas preventivas, a fim de alterar habitos comportamentais envolvidos na

transmissao do CMV.
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4.2.lmunizacao passiva

A imunizagdo passiva consiste na administracdo de anticorpos a um individuo néo imune
com o objetivo de conferir imunidade imediata contra um agente infecioso. E geralmente
indicada apds exposicao ao agente e em situagcdes em que a imunizagdo ativa ndo esta
disponivel, esta contraindicada, ou ndo tenha sido administrada antes da exposi¢ao
(Tavares et al, 2005; Baxter et al, 2007).

Estes anticorpos podem ser adquiridos naturalmente, pela passagem das IgG maternas
ao feto via transplacentaria e leite materno, ou pela administracdo de imunoglobulinas

hiperimunes (Baxter et al, 2007).

A imunidade adquirida por uma mulher apds infecao natural pelo CMV antes da gravidez
ndo confere completa prote¢cdo ao feto contra a infecdo congénita, assim como né&o
confere imunidade a crianca até a idade fértil. O tempo de semi-vida das IgG maternas é
cerca de 30 dias (Zhang et al, 2014). Assim, o estudo da administracdo de
imunoglobulinas hiperimunes em mulheres com primoinfecdo durante a gravidez para a
prevencdo da infecdo congénita por CMV tem sido alvo de varios estudos (Nigro et al,
2012; Nigro et al, 2005; Buxmann et al, 2012). Estes estudos demonstraram que a
imunizagdo passiva aumenta significativamente a concentracdo de IgG anti-CMV e
respetiva avidez e diminui o nimero de células natural killer e células ativadas HLA-DR+
(Nigro et al, 2012; Buxmann et al, 2012; Adler et al, 2009). Concluiram ainda que a
administracdo de imunoglobulina hiperimune CMV (CMV-HIG) est4 associada a um
menor risco de infecado congénita (Nigro et al, 2012; Buxmann et al, 2012).

Outros estudos avaliaram o uso de CMV-HIG em gravidas com infecdo congénita
confirmada laboratorialmente no estudo das alteracbes a nivel da placenta, como
marcadores de infecdo congénita (La Torre et al, 2006). Estes estudos verificaram uma
diminuicdo da espessura da placenta, consequéncia da diminuicdo da inflamacdo e da
resposta pro-inflamatoria das citoquinas (La Torre et al, 2006; Maidji et al, 2010). Estes
dados resultam da capacidade imunomoduladora da CMV-HIG, como a regulacdo
negativa da sintese das interleucinas, o bloqueio dos recetores Fc e anticorpos

especificos para os recetores de células T (Adler et al, 2007; Adler et al, 2009).

Também foi estudada a relacéo entre o uso de CMV-HIG e as alteragbes morfolégicas
detetadas pela ecografia fetal, nos fetos com infecdo congénita confirmada
laboratorialmente, nomeadamente hidropsia, hepatomegalia, ventriculomegalia,
hiperecogenicidade renal e placentomegalia (Nigro et al, 2008; Sato et al, 2007; Moise et

al, 2008; Moxley et al, 2008). Estes estudos verificaram regressdo das
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alteracdesmorfolégicas nos fetos das mées tratadas com CMV-HIG (Sato et al, 2007;
Moise et al, 2008; Moxley et al, 2008), e ainda alteracdes no desenvolvimento sensorial,
mental e motor normal nas criangas com infecdo congénita por CMV, até aos 7 anos de
idade (Nigro et al, 2008). Estes resultados estdo de acordo com o estudo realizado em
ratinhos recém-nascidos cuja administracdo de anticorpos anti-CMV mostrou prevenir o
desenvolvimento de lesbes cerebrais e da alteracdo da migracdo neuronal (Cekinovic et
al, 2008).

Neste momento, estdo em curso dois ensaios clinicos que visam a prevencado da infecao
congénita por CMV apos primoinfecdo durante a gravidez, através da administracdo de
uma CMV-HIG:

4.2.1. Imunoglobulina hiperimune CMV - CytoGam®, CSL Behring

O mecanismo antiviral do CytoGam® baseia-se na neutralizagdo do virus pela interagéo
dos anticorpos anti-CMV com as glicoproteinas virais do invélucro (Adler et al, 2013;
Schleiss et al, 2005). Foi aprovada pela Food and Drugs Administration (FDA) para
administracdo individual ou combinada com analogos de nucledsidos em individuos
transplantados como profilaxia contra o0 CMV (Schleiss et al, 2005). Mas em 2012 um
ensaio clinico de fase lll recrutou 800 gravidas com diagnostico de primoinfe¢cdo pelo
CMV em 14 centros médicos nos EUA, com o objetivo de avaliar a eficacia da
administracado intravenosa de Cytogam® (100 mg/kg) em gravidas na redugéo do nimero
de RN infetados pelo CMV. A data estimada para a conclusédo do estudo é dezembro de

2018, pelo que ndo estao ainda disponiveis resultados (ClinicalTrials.gov NCT01376778).

4.2.2. Imunoglobulina hiperimune CMV - Cytotect®, Biotest

O efeito antiviral desta imunoglobulina deve-se a sua capacidade de neutralizacdo e
também imunomoduladora, diminuindo o nimero de células natural killer e HLA-Dr+.
(Nigro et al, 2012; Nigro et al, 2005; Adler et al, 2009; Maidji et al, 2010)
Consequentemente, ha diminuicdo da carga virica sistémica e placentéria, diminuindo
assim o risco de transmisséo e consequentemente infe¢cdo congénita. Em fetos infetados
reduz a inflamacéo da placenta e/ou do feto, resultando num aumento do fluxo de sangue
fetal (Nigro et al, 2012; Adler et al, 2009). Este mecanismo podera também contribuir para

a reversao das alteracdes observadas na ecografia fetal.
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O primeiro ensaio clinico multicéntrico de fase Il (2009-2011) pretendeu avaliar a eficacia
da imunoglobulina hiperimune Cytotect® em 123 gravidas, com primoinfecdo pelo CMV
entre as 5 a 26 semanas de gravidez, na prevengdo da transmissdo transplacentaria
(Revello et al, 2014). A imunoglobulina hiperimune foi administrada no grupo
experimental 6 semanas apos a primoinfecdo. A taxa de infecdo congénita foi de 30% (18
fetos ou recém-nascidos de 61 mulheres) no grupo experimental e 44% (27 fetos ou
recém-nascidos de 62 mulheres) no grupo controlo, ndo tendo assim tido demonstrado
uma reducdo significativa na taxa de transmissdo do CMV em gravidas que receberam
Cytotec® (Revello et al, 2014). Além disso, a administracdo da CMV-HIG ndo alterou o
titulo de anticorpos neutralizantes nem a carga virica no sangue materno e na placenta
(Revello et al, 2014). Estes resultados nao estdo de acordo com os resultados obtidos no
estudo de Nigro et al (2005) que concluiu que a administracdo de CMV-HIG aumentou a
concentracdo de anticorpos anti-CMV e diminui o numero de células natural killer e
células ativadas HLA-DR+, associadas a um menor risco de infegdo congénita por CMV
(Nigro et al, 2005).

O segundo ensaio clinico multicéntrico de fase Ill com Cytotect® (2008-) envolveu 7000
gravidas, com seroconversao no primeiro trimestre de gravidez, de 4 paises europeus
(Alemanha, Bélgica, Austria e Hungria) e pretendeu avaliar a eficacia da imunoglobulina
hiperimune Cytotect® na prevencao da transmissao transplacentaria do CMV. Em janeiro
de 2011 a analise preliminar confirmou a eficacia da Cytotect® no grupo experimental

mas ainda nao foram publicadas as conclusdes finais deste estudo (Biotest, 2011 ).

Os resultados destes dois ensaios clinicos, desenvolvidos nos EUA e Europa,
respetivamente poderdo esclarecer a eficacia e segurangca da CMV-HIG como um meio
de prevencgédo da transmissao transplacentéria do CMV.

Embora ndo haja resultados conclusivos de ensaios clinicos controlados e randomizados
no homem, é consensual por parte dos obstetras a utilizagdo de CMV-HIG nos casos de
evidéncia ecografica de infecdo fetal, como alternativa a interrupcdo da gravidez (Adler et
al, 2009; Schleiss et al, 2006).

A administracdo de CMV-HIG para a prevencdo da transmissdo intra-uterina do CMV
apresenta alguns problemas, nomeadamente a variabilidade de lote, a possibilidade de
transmissao de infecdo acidental, os volumes administrados e a dificuldade em manter
um fornecimento adequado da CMV-HIG (Auerbach et al, 2014). A utilizacdo de um
anticorpo monoclonal contra 0 CMV com eficacia terapéutica contra a transmisséao intra-

uterina do CMV podera ser uma alternativa mais vantajosa a CMV-HIG.
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Um ensaio pré-clinico em porquinhos da india verificou que a administracdo de
anticorpos monoclonais neutralizantes contra as glicoproteinas gH/gL do invélucro do
CMV neste modelo animal previne a transmissao intra-uterina do CMV (Auerbach et al,
2014).
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4.3.Imunizacéao ativa

A resposta imunolégica tem um papel importante no controlo da infecao pelo CMV, uma
vez que se verifica uma menor nimero de RN infetados em gravidas seropositivas (Zalel
et al, 2008). Assim a inducdo de resposta imunol6gica por meio de vacinacdo torna-se
um objetivo desejado. Para isso e de forma a compreender as barreiras que surgiram a
vacinacao contra o CMV ao longo dos anos é necessario compreender a resposta
imunoldgica celular citotéxica frente ao CMV. Embora o papel da imunidade humoral seja
importante para impedir a disseminacdo do virus na fase aguda da infecdo, ela ndo é
capaz de eliminar o virus em estado latente (Nash et al, 2013). Numa infecéo viral latente
0S mecanismos da imunidade celular sdo mais importante na defesa do organismo (Nash
et al, 2013).

ApOGs penetracdo do virus na célula, os antigénios do CMV sdo degradados pela via
enddgena ou proteossomal (Nash et al, 2013). Os péptidos resultantes da degradacao
sofrem processamento no reticulo endoplasmético e sédo ligados ao complexo major de
histocompatibilidade de classe |, que os apresenta a superficie da membrana celular de
forma a serem reconhecidos pelas células T citotoxicas (CTLs), dando origem a resposta
celular citotéxica. As CTLs reconhecem o0s péptidos resultantes da degradacdo das
proteinas do CMV (proteina de matriz pp65, a fosfoproteina pp150 e as glicoproteinas B
e H) que estao a superficie das células infetadas pelo CMV e procede a lise celular (Nash
et al, 2013).

A inducdo desta reposta celular citotéxica mediante vacinac@o € mais eficaz em vacinas
gue estimulam o processamento intracelular dos antigénios, como nas vacinas atenuadas
gue possuem as glicoproteinas imunogénicas ou nas vacinas de DNA e nos vetores
vacinais em que no plasmideo sdo introduzidos os genes que codificam para as
glicoproteinas imunogénicas do CMV (gB, gH e pp65) (Wang et al, 2014). Além de induzir
resposta celular citotdxica, a vacinacdo tem como objetivo induzir a producao anticorpos
neutralizantes em titulo suficiente para conferir imunidade contra a infecdo pelo CMV
(Wang et al, 2014).

Tendo em conta a estrutura do CMV (Figura 5), os potenciais alvos imunolégicos para o
desenvolvimento de uma vacina séo a(s) (Schleiss et al, 2005):

* Proteinas do invélucro: complexo glicoproteico | (gB), complexo glicoproteico Il

(gM/gN) e complexo glicoproteico Ill (gH, gL, gO). Estas proteinas sé&o

responsaveis pela ativacdo da resposta humoral com producdo de anticorpos
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neutralizantes, essencialmente as glicoproteinas gB e gH. Os complexos
glicoproteicos | e Il também ativam as CTLs.

» Proteina estrutural — fosfoproteina 65 (pp65) codificada pelo gene UL83

E alvo principal das CTLs e também dos anticorpos anti-CMV

* Proteina ndo estrutural — IE1 codificada pelo gene UL123 (Buonsenso et al, 2012;
(Schoppel et al, 1997; (Zanghellini et al, 1999).
E alvo das CTLs e também dos anticorpos anti-CMV

Glicoproteinas
gB (UL55)
gH (UL75)
gL (UL115)
gM (UL100)
gN (UL73)
g0 (UL74)

Cépside icosaédrica

Tegumento

pp150 (UL32)
pp 65 (UL83)
pp71 (UL82)

pp 28 (UL99)

Figura 5 - Estrutura do CMV com as principais proteinas estruturais (Adaptado de Hulo et al, 2011)

Anticorpos contra outras proteinas estruturais e ndo estruturais, nomeadamente proteinas
do tegumento pp150 (UL32), pp28 (UL99), pp71 (UL82) e a proteina de ligacdo do DNA
pp52 (UL44), também estdo presentes em soros de individuos seropositivos, contudo, o
papel destes anticorpos na imunidade contra o CMV néo estd completamente esclarecido
(Pass et al, 2002).

Para avaliar a seguranca e eficacia de uma vacina sao realizados ensaios clinicos que
consistem em estudos randomizados duplamente cegos (World Health Organization,
2004). O processo de investigacdo de uma vacina contempla duas fases: a fase pré-
clinica e a fase clinica. A fase pré-clinica consiste em avaliar a atividade citotoxica em
cultura celular e atividade antiviral em modelos animais, quando a vacina apresenta baixa

toxicidade e atividade inibitoria. No modelo animal estabelecem-se as concentragcfes néo
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toxicas, absorcdo, metabolizacdo e eliminacdo, determina-se a dose terapéutica e
identificam-se possiveis efeitos teratogénicos e carcinogénicos (WHO, 2004).

Estéo em curso ensaios pré-clinicos de vacinas contra o0 CMV no modelo animal (Tabela 1).

A fase clinica consiste na avaliacdo da vacina em humanos e divide-se em 4 fases
(WHO, 2004):

Fase | — Avaliacao da seguranca, farmacocinética e farmacodinamica.
Ensaios limitados a um reduzido nimero de voluntarios adultos saudaveis, com o objetivo

de avaliar a seguranca e tolerancia clinica da vacina.

Fase Il — Avaliacdo da seguranca e imunogenicidade na populagédo alvo.

Ensaios realizados numa populacdo de 100 a 200 voluntarios para qual a nova vacina foi
desenvolvida, com a finalidade de demonstrar a atividade imunogénica da vacina
(imunogenicidade) e de estabelecer a dose ideal, o programa de vacinagéo e o perfil de

seguranca.

Fase Ill — Avaliacdo da seguranca e eficacia.

Ensaios que envolvem um grande ndamero de voluntarios alvos de vacinagéo futura, para
avaliar se os efeitos imunogénicos e a seguranca demonstrados na fase Il tém
significancia estatistica e relevancia clinica, para uma indicagdo e para um grupo

especifico de voluntarios. ApGs aprovacao, a vacina ficara disponivel.

Fase IV — Estudo da eficacia e farmacovigilancia

Estudos pos-comercializagdo para a monitorizagéo da eficacia e seguranca da vacina nos
voluntarios vacinados, a fim de avaliar possiveis efeitos adversos da vacina; estratégias
operacionais alternativas para administrar a vacina; conhecer a duracdo da imunidade;
avaliar o efeito da vacinacdo em situacfes epidemioldgicas distintas; e avaliar o impacto

epidemioldgico da vacinagéo na transmissao da doenca.

O estudo de vacinas como medida preventiva contra as infecdes pelo CMV,
nomeadamente a infecdo congénita, deu inicio nos anos 70 com a vacina atenuada
Towne (Dasari et al, 2013). No entanto até hoje, nenhuma das vacinas desenvolvidas foi
testada em ensaios clinicos de fase Ill, mas os resultados dos ensaios clinicos da fase | e
Il (Tabela 2 e 3) revelaram-se muito promissores na prevencdo da transmissao intra-

uterina do CMV e consequentemente da infecao congénita por CMV.
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4.3.1. Vacinas contra o CMV

Tabela 1 — Vacinas contra o CMV em ensaios pré-clinicos

Designacao/Descri¢cao

Modelo animal

Resultados

Referéncia

Tipo vacinas

Vacina

- gB-G eVLPs
recombinante

ratinho

induz imunidade humoral

(Kirchmeier et al, 2014)

VAM409

Vacina atenuada i . ,
virus atenuado com delecéao do gene GP83 (pp65 homéloga)

porquinho da india

induz imunidade humoral

(Schleiss et al, 2013)

MVA

Vetor MVA contém genes codificantes

. para as proteinas gB, IE1 e pp65
Vetor vacinal

porquinho da india

induz imunidade humoral e celular

(Wang et al, 2006)

Macaco

induz imunidade humoral e celular

(Yue et al, 2008)

VRP
Vetor alphavirus contém genes codificantes da gB ou pp65/El1

Coelho e ratinho

induz imunidade humoral e celular

(Reap et al, 2007)

Complexo glicoproteico Il (gM/gN)

Vetor pJW4303 possui os genes codificantes do complexo
glicoproteico Il (gM/gN)

Coelho e ratinho

Induz imunidade humoral

(Shen et al, 2007)

pRc/CMV2-gB

, ratinho Induz imunidade humoral (Temperton et al, 2003)
. Vetor pRc/CMV2 e gB
Vacina de DNA etor pRe/C €9
Plasmideo recombinante MCMV MW97.01 com genes . . .
codificantes da DNA polimerase (M54) e helicase (M105) ratinho Induz imunidade celular (Morello et al, 2007)
pRep4-HBs-MCMV BAC
Plasmideo pRep4-HBs em cromossoma bacteriano artificial com ratinho Induz resposta das células T (Cicin-Sain et al, 2003)
genes do MCMV
Vacina Dense Body ;
ratinho Induz imunidade humoral e celular (Pepperl-Klindworth et al,

particulas defetivas, formadas durante a replicacdo do CMV em

Vacina cultura celular, que contém as proteinas do involucro e pp65

sub-unitéaria

2002)

CMV gB/AS01 e CMV gB/AS02
Glicoproteina B e adjuvante AS01 e AS02

porquinho da india

Induz imunidade humoral

(Schleiss et al, 2014)

gB — glicoproteina B; VLP — virus-like particles; MVA - Virus vaccinia ankara modificado; EI1 — proteina nédo estrurural; pp65 — fosfoproteina 65; VRP — alphavirus replicon particle vaccine for

cytomegalovirus; BAC — bacterial artificial chromosome; MCMV - murine cytomegalovirus;

Monografia do 2°ciclo de Estudos Conducente ao Grau de Mestre em Analises clinicas




INFECAO CONGENITA POR CITOMEGALOVIRUS — PREVENGAO E TRATAMENTO

Tabela 2 — Vacinas contra o CMV em ensaios clinicos de Fase |

Tipo vacinas Desighacao

Vacina atenuada Quimera Towne/Toledo

Amostra

25 adultos saudéaveis seropositivos para CMV

Resultados

Boa tolerancia

Em curso em individuos seronegativos

Referéncia

(Heineman et al, 2006)
(ClinicalTrials.gov
NCT01195571)

ALVAC-CMV (vCP139)
Vetor canarypox e gB

20 adultos saudéaveis seropositivos e seronegativos
para CMV

Induz imunidade humoral

(Adler et al, 1999)

Vetor vacinal ALVAC-CMV (vCP260)

Vetor canarypox e pp65

20 adultos saudaveis seronegativos para CMV

Induz imunidade humoral e celular

(Berencsi et al, 2001)

AVX601
Vetor alphavirus e gB/pp65/IE1

40 adultos saudaveis seronegativos para CMV

Induz imunidade humoral e celular

(Bernstein et al, 2009)

CMV gB/MF59
Glicoproteina B e adjuvante MF59

95 adultos saudaveis seronegativos para CMV

Induz imunidade humoral

(Frey et al, 1999)

CMV gB/MF59

46 adultos saudaveis seronegativos para CMV

Induz imunidade humoral

(Pass et al, 1999)

CMV gB/MF59

18 criangas seronegativas para o CMV

Induz imunidade humoral

(Mitchell et al, 2002)

Vacina

CMV gB/MF59
sub-unitéaria

150 mulheres seropositivas para o CMV

Induz imunidade humoral e celular

(Sabbaj et al, 2011)

GSK 1492903A (gB)
Glicoproteina B e adjuvante

40 homens saudaveis seronegativos para o CMV

Sem resultados publicados
(estudo terminado em 2009)

(ClinicalTrials.gov
NCT00435396)

V160

Particula defetiva com complexo
pentamérico gH

170 adultos saudaveis seronegativos para CMV
(valor estimado)

Em curso (fase de recrutamento)

(ClinicalTrials.gov
NCT01986010)

CMV pp65-A 0201

46 adultos saudaveis seronegativo e seropositivos
para CMV

Sem resultados publicados
(estudo terminado em 2009)

(ClinicalTrials.gov
NCT00712634)

PADRE-CMV

Vacina de péptido de fus&o contendo o epitepo 36 adultos saudaveis seronegativo e seropositivos
peptideo CTL H’LA A*QZQl_ PP65495.503 € O para CMV
sintético epitepo sintético PADRE
TetP2-CMV
péptido de fusio contendo o epitepo 22 adultos saudaveis seronegativo e seropositivos
das células Th HLA A*0201 pp65ags-503 para CMV
e 0 epitepo tetanus
Vacina DNA VCL-CT02

Induz imunidade celular

(La Rosa et al, 2012)

Plasmideo trivalente gB/pp65/IE1

17 adultos saudaveis seronegativos para CMV

Induz imunidade humoral e celular

(Jacobson et al, 2009)

Adaptado de (Rieder et al, 2014)
ALVAC -

canarypox virus; gB — glicoproteina B; pp65 - fosfoproteina 65;
http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01195571?term=NCT01195571&rank=1; NCT00435396

PADRE -

Pan DR epitope; TetP2 - Tetanus
- http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00435396?term=NCT00435396&rank=1; NCT01986010

P2; NCTO01195571

http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01986010?term=NCT01986010&rank=1; NCT00712634 - http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00712634?term=NCT00712634&rank=1
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Tabela 3 — Vacinas contra o CMV em ensaios clinicos de Fase Il

Tipo vacinas Designacao Amostra Resultados Referéncia
Vacina atenuada Towne 177 transplantados renais seronegativos para Bpa Fo!eranua _ (Plotkin et al, 1994)
CMvV Em curso em individuos seronegativos
Vetor vacinal ALVAC-CMV (vCP260) 38 transplantados de células hematopoéticas Sem resultados publicados (ClinicalTrials.gov
Vetor canarypox e pp65 seronegativos e seropositivos para CMV (estudo terminado em 2008) NCT00353977)
CMV gB/MF59 ) . .
464 mulheres seronegativas para o CMV Induz imunidade humoral (Pass et al, 2009)
Glicoproteina B e adjuvante MF59
Vacina CMV gB/MF59 409 mulheres seronegativas para o CMV Sem resultados publicados (ClinicalTrials.gov
sub-unitaria Glicoproteina B e adjuvante MF59 9 P (estudo terminado em 2013) NCT00133497)
CMV gB/MF59 36 transplantados de 6rgéos solidos (rim e
figado) seronegativos e seropositivos para Induz imunidade humoral (Griffiths et al, 2011)
Glicoproteina B e adjuvante MF59 CMV
Transvax ASPOL13 108 transplantados de células hematopoetica
; u i . . .
Vacina DNA  Plasmideo bivalente (gB, pp6s) com seropositivos para CMV Induz imunidade humoral e celular (Kharfan-Dabaja et al, 2012)
adjuvante CRL1005 e cloreto de benzalconio

Adaptado de (Rieder et al, 2014)

ALVAC - canarypox virus; gB — glicoproteina B; pp65 — fosfoproteina 65;
NCT00353977 - http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT003539772term=NCT00353977&rank=1; NCT00133497 - http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00133497?term=NCT00133497&rank=1
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4.3.2. Vacinas para a prevencao da infecdo congénita por CMV

Dos resultados dos ensaios clinicos com as diferentes formulacbes de vacinas,
destacam-se duas vacinas candidatas para a prevencéo da infecdo congénita por CMV,
nomeadamente a vacina viva atenuada Towne e a vacina sub-unitaria gB/MF59 (Fu et al,
2014).

Vacina viva atenuada — Towne

A vacina Towne foi formulada através da estirpe CMV de uma crianga com infecéo
congénita por CMV, que foi atenuada por varias passagens em culturas celulares de
fibroblastos. (Fu et al, 2014; Plotkin et al, 1976) Estas passagens em culturas celulares
permitiram o aparecimento de mutagcées no DNA da estirpe CMV Towne, especificamente
dele¢bes nas regides UL131-128 e UL/b (Wang et al, 2014; Fu et al, 2014; Plotkin et al,
1976; Goodrum et al, 2007). A deleg&o do locus UL131-128 é responsavel pela perda do
complexo pentamérico gH (Wang et al, 2014), composto pelas glicoproteinas gH, gL,
UL128, UL130 e UL131 (Figura 6). Este complexo é o complexo viral responsavel pela
penetracdo do CMV nas células epiteliais (Freed et al, 2013). Assim, esta estirpe vacinal
ndo tem capacidade de infetar células endoteliais, epiteliais nem células dendriticas
essenciais na apresentacdo antigénica as células T e por isso ndo é capaz de provocar
infecdo latente (Freed et al, 2013; Gerna et al, 2005).

lumen/
extracellular
)

cytoplasm “

Figura 6 - Complexo pentamérico das proteinas UL128, UL130, UL131, gH e gL do CMV (Ryckman et al, 2008)




E imunogénica em individuos seronegativos pelo CMV ocorrendo seroconversio 4
semanas apos vacinacao (Fu et al, 2014). No entanto o titulo de anticorpos neutralizantes
é inferior ao produzido apés imunizacdo natural. A auséncia do complexo pentamérico é
responsavel pela baixa imunogenicidade da vacina, uma vez que este complexo induz a
producdo de anticorpos neutralizantes que previnem a infe¢cdo das células epiteliais e
resposta das células T (Fu et al, 2014; Gerna et al, 2005; Gerna et al, 2006).

Um estudo em maes seronegativas cujas criancas frequentavam creches demonstrou
gue a vacinacao nao conferiu protecéo as mulheres contra a infecéo pelo CMV. A falta de
efichcia da vacina Towne foi associada a atenuacdo exagerada da estirpe vacinal do
CMV. A fim de contornar esta falta de eficacia, foi formulada uma vacina quimera com a
estirpe CMV Towne e a estirpe atenuada CMV Toledo (Heineman et al, 2006). Num
ensaio clinico de fase |, esta vacina foi administrada a individuos seropositivos para o
CMV e revelou boa tolerancia clinica. De momento estd a ser avaliada em individuos
seronegativos (ClinicalTrials.gov NCT01195571).

Vacina sub-unitaria gB/MF59

A vacina sub-unitaria gB/MF59 possui na sua composicado apenas a glicoproteina B do
CMV e o adjuvante MF59. A escolha desta glicoproteina esté relacionada com o facto de
ser codificada por um gene conservado do virus, de ser semelhante em todas as estirpes
de CMV e de induzir a producao de anticorpos neutralizantes (Pass et al, 2009).

Esta vacina foi desenvolvida através da gB da estirpe mutante CMV Towne em culturas
celulares CHO, cuja porcdo transmembranar da gB e a ligagdo dissulfureto necessaria
para a dimerizacdo foram removidas para facilitar a producéo da gB glicosilada (Pass et
al, 2009).

Em contraste com a vacina Towne, a vacina gB/MF59 tem capacidade de induzir a
producdo de anticorpos anti-gB CMV e imunidade celular em individuos seropositivos
(Sabbaj et al, 2011).

Nos ensaios clinicos de fase |, realizados em criancas e adultos, a vacina foi considerada
segura e imunogénica. Nestes ensaios, a vacina induziu a producdo de anticorpos
neutralizantes para a gB em concentracdes semelhantes aos induzidos pela infecao
natural. No entanto, o titulo de anticorpos diminuiu rapidamente ap6s a conclusdo da
imunizacdo, embora aumentasse rapidamente apdés a administracdo de uma dose
adicional de vacina (Pass et al, 1999; Mitchell et al, 2002).




O estudo de Pass et al (2009), ensaio clinico de fase Il, aplicou um protocolo de
vacinacdo de 3 doses (20 pg/dose aos 0, 1 e 6 meses) em 464 puérperas saudaveis
seronegativas para o CMV e obteve uma diminuicdo em 50% da taxa de infecdo materna
no grupo vacinado. No entanto, a vacina ndo conferiu imunidade prolongada, mostrando
a eficacia ser maior nos primeiros 12 a 15 meses apds vacinagdo, o que ndo permite
avaliar a imunizacgao face a transmisséo transplacentéria (Pass et al, 2009).

Os resultados preliminares de outros ensaios clinicos de fase Il realizados com mulheres
seronegativas para o CMV concluiram que a vacina reduz a taxa de infecdo materna e
congénita por CMV, todavia a sua eficAcia necessita de ser confirmada em ensaios

clinicos de fase Il (Lazzarotto et al, 2011; Pass et al, 2009).

A eficécia limitada da vacina viva atenuada Towne e da vacina sub-unitaria gB/MF59
deve-se a inducdo de um baixo titulo de anticorpos neutralizantes, devido a auséncia do
complexo pentamérico (Freed et al, 2013). Os ultimos estudos pretendem incorporar o
complexo pentamérico no desenho de duas novas vacinas, uma vez que é o principal
alvo da imunidade humoral e dado o seu papel na neutralizagdo do CMV, reduzindo o

risco de transmissao intra-uterina (Freed et al, 2013; Lilleri et al, 2013).

O complexo pentamérico foi incorporado numa vacina que utiliza um vetor alphavirus,
que expressa 0 complexo glicoproteico gH/gL (Loomis et al, 2013). Esta vacina em
ratinhos induziu a producéo de anticorpos neutralizantes contra as glicoproteinas gH e gL
(Loomis et al, 2013). A outra vacina é constituida pela estirpe CMV AD169 atenuada por
passagens em culturas celulares ARPE-19, de modo a reverter o tropismo endotelial
deste virus e restaurar a expressao do complexo pentamérico (Loomis et al, 2013). Esta
vacina provocou um aumento significativo de anticorpos neutralizantes em macacos
rhesus, semelhantes aos encontrados em soros de individuos seropositivos (Fu et al,
2012).

Embora esteja demonstrado que a vacinagdo em mulheres seropositivas para o CMV
provoca uma resposta imunolégica, esses dados ndo sdo suficientes para a prevengao
da reativagdo e reinfecdo, descritas como responsaveis por um ndamero importante de

casos de infegdo congénita (Naessens et al, 2005; Dar et al, 2008).




4.3.3. Estratégias de vacinacao

Distintas estratégias vacinais contra o CMV foram estudadas em modelos matematicos,
tendo em conta a populacdo-alvo e a faixa etéria, com a finalidade de prevenir a infecdo
materna e congénita (Azevedo et al, 2011; (Lanzieri et al, 2014; Griffiths et al, 2001;
Griffiths et al, 2012). As estratégias vacinais utilizadas foram (Tabela 4) (Krause et al, 2014):

* Vacinar RN ou bebés até 18 meses de idade, de ambos os sexos, logo apés o
nascimento a fim de eliminar a fonte de transmisséo (excrecao viral durante anos)
e evitar a infecdo neonatal pelo contato com pessoas seropositivas para o CMV.

* Vacinar jovens do sexo feminino seronegativas para o CMV antes do inicio da
atividade sexual.

« Vacinar mulheres em idade fértil antes do primeiro trimestre de gravidez.

Tabela 4 — Estratégias vacinais na prevencéo da infegdo pelo CMV

Estratégia vacinal

Populagéo- alvo Vantagens Desvantagens

» Potencial resisténcia face a doses adicionais

* Questbes éticas sobre a imunizagdo de
bebés/criancas com auséncia de risco de doencga

grave
+ ldade em que a cobertura vacinal  « Necessidade de administracdo de nova vacina se
é mais facil de alcancar i 3
0-18 meses ¢ ocorrer infegdo

N&o apresenta qualquer efeito direto sobre a
transmissdo sexual, a menos que a protecdo
persiste durante anos

O efeito da vacina em seropositivos e
seronegativos pode ser diferente, o que implica
um rastreio serolégico que podera dificultar a
distribuigdo da vacina

de ambos 0s sexos * Reducdo rapida das taxas de

infecdo congénita por CMV

* Necessidade de refor¢o da imunizagdo com outra

dose
_ + Dificuldade em atingir uma elevada cobertura
Jovens do sexo * Imunizagdo da populagdo alvo vacinal
feminino antes da gravidez + O efeito da vacina em seropositivos e

seronegativos pode ser diferente, o que implica
um rastreio serolégico que podera dificultar a
distribuicdo da vacina

Necessidade de refor¢o da imunizagéo com outra

dose
Mulheres em idade + Dificuldade em atingir uma elevada cobertura
fértil antes do * Populacdo responsavel pela vacmali ) B
o transmissédo da infecdo congénita * O efeito da vacina em seropositivos e
primeiro trimestre de por CMV seronegativos pode ser diferente, o que implica
gravidez um rastreio serologico que podera dificultar a

distribuicdo da vacina

Dificuldade em identificar as mulheres de risco e
vacinar antes da gravidez

Adaptado de Krause et al, 2014




O modelo matematico de Griffiths et al (2001) concluiu que para erradicar o CMV seria
necesséria uma taxa de 59-62% de cobertura vacinal, tendo em conta a seroprevaléncia
de mais de 14000 mulheres com primoinfecéo pelo CMV durante a gravidez.

O modelo matemético de Azevedo et al (2011) avaliou a relagdo entre o programa de
vacinacao e a faixa etaria, de uma comunidade urbana de S&o Paulo, Brasil, e concluiu
gue a melhor estratégia vacinal engloba a administracdo de 2 doses, a primeira antes de
1 ano de idade e a segunda aos 10-11 anos.

J4, os resultados do modelo matematico utilizado por Lanzieri et al (2014) demonstraram
gque a vacinacdo em criangas resulta numa diminuicdo mais significativa da taxa de
infecdo congénita por CMV do que a vacinagdo restrita a jovens do sexo feminino ou

mulheres em idade fértil.




5. Tratamento dainfecdo congénita
5.1.Periodo Pré-natal

5.1.1. Valaciclovir

Valaciclovir € um antivirico indicado para infe¢cdes provocadas por virus da familia
Herpesviridae, especificamente para o virus herpes simplex (HSV) e virus varicela-zoster
(VZV). Também é recomendado para a prevencdo da infecdo e doenca pelo CMV ap6s
transplante de 6rgdos em individuos seronegativos (Caramona et al, 2012).

Segundo as categorias de farmacos para uso na gravidez da FDA, o valaciclovir pertence
a categoria C, pois ndo existem estudos adequados e bem controlados da administragéo
do valaciclovir em mulheres gravidas (Caramona et al, 2012). No entanto, os resultados
de um estudo em 1804 gravidas permitiram concluir que a administracdo oral de
valaciclovir no primeiro trimestre de gravidez ndo foi associada a um risco aumentado de
defeitos congénitos, quando comparado com o grupo de gravidas ndo expostas a este

antivirico (Pasternak et al, 2010).

Trata-se do sal cloridrato de éster de L-valina do aciclovir, cuja atividade inibitéria é
altamente seletiva, devido a sua afinidade para a enzima timidina quinase presente nas
células infetadas pelo HSV e VZV (Caramona et al, 2012). A seletividade mantém-se no
CMV pela enzima fosfotransferase codificada pelo gene UL97, responsavel pela
fosforilacdo do aciclovir em monofosfato de aciclovir, um analogo de nucleétido. O
monofosfato de aciclovir é ainda convertido em difosfato e trifosfato enzimas quinase
celulares. In vitro, o aciclovir trifosfato inibe a replicacdo do DNA viral pela inibicdo
competitiva da DNA polimerase viral, pela incorporacédo e terminacdo da sequéncia de
DNA (GlaxoSmithKline, 2008).

A administracdo de valaciclovir via oral (8g/dia) em gravidas com diagnéstico de
primoinfecdo pelo CMV e infecdo congénita confirmada por PCR no LA contribui para a
diminuicdo da carga virica no sangue fetal e consequentemente possivel reducdo das
implicacdes clinicas no RN da infecao congénita (Jacquemard et al, 2007). Perante estes
resultados, um ensaio clinico multicéntrico de fase IV estad a avaliar a eficacia da
administracdo oral de 8g/dia de valaciclovir em gravidas, cujos fetos com infecdo
congénita confirmada por PCR no LA apresentam sinais extracerebrais visiveis na
ultrassonografia tipicas de infe¢do congénita, na redugcdo do numero de criancas
sintomaticas a nascenca e do numero interrupgdes voluntaria da gravidez por indicagdo

médica. Este estudo experimental teve inicio em setembro de 2009 em Franca e foi concluido




em junho de 2013, ndo estando ainda o0s resultados publicados (ClinicalTrials.gov
NCT01037712).

5.2.Periodo Pd6s-natal

Atualmente existem 4 farmacos para o tratamento da infecdo pelo CMV em adultos
aprovados pela FDA: ganciclovir, valganciclovir, cidofovir e foscarnet (Biron et al, 2006).
Nenhum destes farmacos se encontra licenciado para uso terapéutico na infecdo
congénita por CMV, devido as suas caracteristicas mutagénicas, teratogénicas e
carcinogénica, embora o ganciclovir e valganciclovir sejam utilizados em RN infetados

com sintomatologia a nivel do sistema nervoso central (Nassetta et al, 2009).

Recentemente foram desenvolvidas novas moléculas ativas contra o CMV,
nomeadamente Maribavir (GW1263W94), Tomeglovir (BAY 38-4766), GW275175X e 0s
ésteres de cidofovir (hexadeciloxipropil-cidofovir e octadeciloxipropil-cidofovir). No
entanto, a sua utilizacdo na gravidez defronta-se com auséncia de informacéo relativa a
sua teratogenicidade e toxicidade (Buonsenso et al, 2012; Vide Tavares et al, 2011,
Nassetta et al, 2009; James et al, 2009).

5.2.1. Ganciclovir

Foi o primeiro farmaco a ser aprovado pela FDA no tratamento da infe¢do pelo CMV em
adultos. Consiste num analogo nucleosideo aciclico, cuja estrutura é similar & guanina,
cujo mecanismo de acdo é semelhante ao valaciclovir. Torna-se ativo apos fosforilagéo
pela enzima fosfotransferase e os metabolitos trifosfatos obtidos inibem competitivamente
a DNA polimerase e por consequéncia a sintese do DNA (Whitley et al, 2012; Markham et
al, 1994; Kimberlin et al, 2003).

Como atravessa a barreira hematoencefélica a sua administragcéo € indicado em RN com
sintomatologia do SNC (microcefalia, calcificagbes intracranianas, corioretinites, liquido
cefeloraquidiano anormal para a idade e/ou défices auditivos) (Kimberlin et al, 2003). O
estudo de Whitley et al. (2012) verificou que a terapéutica intravenosa de ganciclovir
(GCV) durante 6 semanas (12mg/Kg/dia - 6mg/Kg 2 vezes por dia) em RN com
sintomatologia auditiva e a nivel do SNC aumentou ou estabilizou a capacidade auditiva
em 16% dos casos, e uma diminuicdo da carga virica na urina dos RN a semelhanca do
estudo de Kimberlin et al (2003). Contudo, ap6s término da terapéutica a carga virica
aumentou até valores préximos daqueles observados antes da terapéutica (Whitley et al,
2012).




A administracdo do GCV por via intravenosa deve-se a baixa biodisponibilidade deste
farmaco quando administrado via oral (menos de 10% do farmaco é absorvido por via
oral) (Whitley et al, 2012; Schleiss et al, 2004). Alguns estudos avaliaram a eficacia do
GCV administrado por via oral em gravidas, cujos fetos com infecdo congénita por CMV
foi confirmada laboratorialmente, e verificaram a auséncia de efeitos teratogOénicos
quando o farmaco é administrado nas primeiras fases da gravidez (Adler et al, 2007;
Brandy et al, 2002; Puliyanda et al, 2005).

Como agente toxico pode provocar mielossupressdo (anemia, neutropenia,
trombocitopenia), insuficiéncia renal e hepatica, coma, convulséo e disturbios eletroliticos
(hipocalcemia, hipomagnesemia, hipofosfatemia e hipocalemia) (Whitley et al, 2012;
(Schleiss et al, 2004; Syggelou et al, 2010).

Na presenca de neutropenia recomenda-se a administracdo paralela de fator de
crescimento de colb6nias de macrofagos e granulécitos. No entanto, a terapéutica deve
ser suspensa na presenca de neutropenia (contagem absoluta <500 células/pL,
trombocitopenia (contagem absoluta <25000 células/pL). No caso de provocar
insuficiéncia renal procede-se a reducdo da dose, visto que a clearance do ganciclovir

ocorre a nivel renal (Buonsenso et al, 2012; Schleiss et al, 2004).

O uso concomitante de GCV e foscarnet para o tratamento da encefalite e retinite

provocada pelo CMV foi descrita em lactente com SIDA (Schleiss et al, 2005).

5.2.2. Valganciclovir

E um éster de valina do pro-farmaco GCV que apds administracdo oral, é rapidamente
hidrolisado, por esterases gastrointestinais e hepaticas a ganciclovir, € no aminoacido
essencial valina. O mecanismo de acgdo, o espetro antiviral, o padréo de resisténcia e o
perfil de seguranga sdo exatamente iguais ao GCV. A biodisponibilidade absoluta de
valganciclovir (val-GCV) oral é 10 vezes superior ao GCV (cerca de 60%), tornando-se
uma alternativa terapéutica face aos problemas relacionados com uso de dispositivos
invasivos (Schleiss et al, 2005; Whitley et al, 2012; Allen et al, 2011).

Atualmente, este farmaco esta licenciado para a prevencdo da infecdo pelo CMV em
individuos transplantados com elevado risco de desenvolver doenca grave e em casos de

tratamento de retinite em individuos com SIDA (Whitley et al, 2012).

Pela auséncia de estudos da farmacocinética em RN, um estudo em RN com infegc&o

congénita por CMV estabeleceu uma dose de 16mg/kg via oral, o equivalente a 6mg/kg




de GCV (Kimberlin et al, 2008). A toxicidade é similar ao GCV provocando neutropenia,
anemia e diarreia (Whitley et al, 2012; Allen et al, 2011).

Um estudo pretendia avaliar a melhoria da hipoacusia em 13 RN infetados com a
administracdo de 32 mg/kg/dia de val-GCV durante 6 meses em média. Seis em 10 RN
com hipoacusia leve ou moderada no inicio do estudo melhoraram durante o tratamento,

que foi confirmada ap6s 1 ano de follow-up (del Rosal et al, 2012).

O Comité de Doencas Infeciosas da Academia Americana de Pediatria afirma que a
terapia com val-GCV em RN congenitamente infetados com sintomatologia a nivel do
sistema nervoso central diminui a progressao da deficiéncia auditiva (Pickering LK et al,
2006). J& a Sociedade Espanhola de Doencas Infeciosas Pediatricas recomenda GCV
seguido por val-GCV em criangas com infegdo congénita por CMV com envolvimento do
SNC ou doenga organoespecifica (Baquero-Artigao et al, 2009). No entanto, face a
potencial toxicidade do val-GCV a longo prazo sdo necessarios estudos adicionais
(Pickering LK et al, 2006).

Num dos ensaios clinicos de fase lll, que teve como objetivo avaliar a eficacia da
terapéutica oral val-GCV nas altera¢des auditivas e neuroldgicas em 109 RN com infe¢c&o
congénita por CMV, sujeitos a terapéutica oral val-GCV durante 6 meses, verificou

melhorias do défice auditivo e cognitivo nos RN (ClinicalTrials.gov NCT00466817).

Estudos mais controlados serdo igualmente importantes para o estudo de resisténcias a
estes dois farmacos em RN com infegdo congénita por CMV. A imaturidade do sistema
imunitario neonatal pode contribuir para a selecdo de estirpes mutantes. As mutacdes
associadas com resisténcia ao GCV/val-GCV localizam-se normalmente na regido UL97:
A594T/V, M460V/I, C592G, C607S e 597-600 (Campanini et al, 2012).




6. Conclusao

A infecdo congénita por CMV tem um impacto relevante na Salde Publica, face aos
elevados custos associados ao tratamento e apoio as criangas com sequelas

nomeadamente a surdez neurosensorial infantil.

A determinacdo do perfil imunitario da mulher, o incentivo da populacdo para o
conhecimento da infecdo congénita por CMV e a ado¢do de medidas preventivas durante

a gravidez poderao diminuir a frequéncia de transmissdo do CMV.

Nos ultimos anos, o estudo da infecdo congénita por CMV envolveu a avaliacdo das
medidas preventivas primarias e secundarias eficazes contra a infecdo congénita por
CMV. A utilizagdo da CMV-HIG em gravidas com primoinfecao pelo CMV esté associada
a um menor risco de infecdo congénita (devido ao aumento significativo do titulo de
anticorpos IgG anti-CMV) e a uma regressao das alteracdes morfolégicas do feto e das
alteracbes no desenvolvimento sensorial, mental e motor normal nas criangas com
infecdo congénita por CMV. A administracdo de anticorpos monoclonais neutralizantes
em modelo animal, como alternativa aos problemas técnicos da CMV-HIG, demonstrou
prevenir a transmisséo intra-uterina do CMV. Ressalva-se a importancia do estudo da
utilizacdo destes anticorpos em ensaios clinicos de fase Il e llI.

A vacinagdo contra o CMV, como medida preventiva secundéria, tem sido alvo de
estudos para a resolucdo da problematica da infecdo congénita por CMV. Desde 0s anos
70 gue decorrem varios ensaios clinicos para avaliar a eficacia de uma vacina contra a
infecdo congénita por CMV. A eficacia limitada das vacinas candidata contra a infegéo
congénita, devido a reduzida indu¢do de anticorpos neutralizantes, ndo tem permitido o
estudo destas em ensaios clinicos de fase Ill. No entanto, novos desenhos de vacinas
tém demonstrado a inducdo de elevados titulos de anticorpos neutralizantes no modelo
animal. Estas vacinas incluem o complexo pentamérico gH presente no invélucro do
CMV, composto pelas glicoproteinas gH, gL, UL128, UL130 e UL131, que é responsavel
pela infecdo das células epiteliais e indugdo de anticorpos neutralizantes, cujo titulo &

semelhante ao dos individuos seropositivos para 0 CMV por infecdo natural.

Uma vacina eficaz contra o CMV é no século XXI uma prioridade mundial na prevencgao

da transmisséo da infe¢cdo pelo CMV.
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