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RESUMO

A sepse é uma sindrome patolégica com anormalidades bioquimicas induzida por
infeccdo. E definida como uma disfuncdo organica com ameaga iminente a vida
desencadeada por uma resposta do hospedeiro desregulada frente a uma infecgéo. E
caracterizada por uma reposta heterogénea do hospedeiro frente a um patégeno,
amplificada por diversos fatores enddgenos que ativam precocemente respostas pro-
inflamatdrias e anti-inflamatorias de forma compensatéria. O Citomegalovirus Humano
(CMV) ou Betaherpesvirus Humano tipo 5, pode ser transmitido por diversas secregdes
corporais. A infeccdo pelo CMV acomete 0,5 a 1,0% de todos os recém-nascidos e a
soroprevaléncia em algumas regides desenvolvidas, como Franga e Alemanha, variam
de 40 a 60%, enquanto as populacbes em desenvolvimento podem variar de 80 a
100%. A reativagdo do CMV tem sido amplamente associada a sepse bacteriana, e
provavelmente resulta do processo inflamatério caracteristico desse quadro. A
reativagdo ocorre em aproximadamente 30%dos individuos com sepse sem
imunossupressao. Esta associada com uma maior permanéncia de pacientes nas UTls,
prolongamento da necessidade de ventilagdo mecanica e aumento de mais de80% da
taxa de mortalidade. Além disso, a reativacdo de CMV em pacientes com quadro de
sepse ja foi descrita como sendo fator de pior prognédstico clinico, com aumento
significativo de morbimortalidade, estando diretamente associado com disfung&o
organica severa e desequilibrio hemodinamico. Os objetivos deste trabalho foram
identificar quais fatores imunobiolégicos e clinicos relacionados a reativacdo do
citomegalovirus que poderiam estar envolvidos na disfungdo organica presente na
sepse e sua relagcdo com o prognaostico e desfecho clinico destes pacientes. Este é um
estudo de coorte prospectivo observacional realizado no Hospital Universitario de
Londrina, Parana, Brasil (HU-UEL) entre maio e outubro de 2017, que avalia a
reativaggo do CMV em pacientes diagnosticados com sepse. Os pacientes
diagnosticados com sepse a no maximo sete dias e que eram sorologicamente
positivos para IgG anti-CMV foram incluidos para participarem do estudo. No periodo do
estudo 168 pacientes foram diagnosticados com sepse e avaliados quanto aos critérios
de inclusédo e exclusdo, 56 fizeram parte deste estudo e destes 10 (17,58%)
apresentavam carga viral condizente com o processo de reativacdo do CMV.
Verificamos aumento nos niveis plasmaticos de oxido nitrico e interleucina 10(p<0,001)
no grupo reativado. Houve ainda aumento significativo de creatinina sérica e redugéo do
débito urinario de 24 horas correlacionados com IL-10 e carga viral do CMV,
demonstrando uma associacdo entre o processo de reativacdo e insuficiéncia renal
presente na sepse. O grupo reativado ainda apresentou 2,1 vezes mais risco de
desenvolver choque séptico e até 2,5 vezes mais risco em 28 dias de mortalidade. A
reativacado do CMV pode aumentar as taxas de mortalidade entre pacientes com sepse
e nossos dados sugerem que IL-10 e NO possam estar envolvidos neste processo.

Palavras-chave: Citomegalovirus. Reativagdo. Sepse. Disfungdo organica.
Marcadores imunolégicos.
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ABSTRACT

Sepsis is a pathological syndrome with biochemical abnormalities induced by
infection. It is defined as an organic dysfunction with imminent threat to life triggered
by a dysregulated host response to an infection. It is characterized by a
heterogeneous host response to a pathogen, amplified by several endogenous
factors that pre-activate pro-inflammatory and anti-inflammatory responses in a
compensatory manner. Human Cytomegalovirus (CMV) or Human Betaherpesvirus
type 5 can be transmitted by various bodily secretions. CMV infection affects 0.5 to
1.0% of all newborns and seroprevalence in some developed regions, such as
France and Germany, range from 40 to 60%, while developing populations can range
from 80 to 100%. CMV reactivation has been widely associated with bacterial sepsis,
and probably results from the inflammatory process characteristic of this condition.
Reactivation occurs in approximately 30% of individuals with sepsis without
immunosuppression. It is associated with a longer stay in ICU patients, prolongation
of the need for mechanical ventilation and an increase of more than 80% in the
mortality rate. In addition, CMV reactivation in patients with sepsis has been
described as a factor of worse clinical prognosis, with a significant increase in
morbidity and mortality, being directly associated with severe organ dysfunction and
hemodynamic imbalance. This work aims to identify which immunobiological and
clinical factors related to the reactivation of cytomegalovirus that could be involved in
the organic dysfunction present in sepsis and its relation with the prognosis and
clinical outcome of these patients. This is a prospective observational cohort study
conducted at the University Hospital of Londrina, Parana, Brazil (HU-UEL) between
May and October 2017, which evaluates the reactivation of CMV in patients
diagnosed with sepsis. Patients diagnosed with sepsis no longer than 7 days and
who were serologically positive for anti-CMV IgG were included to participate in the
study. In the study period 168 patients were diagnosed with sepsis and evaluated for
inclusion and exclusion criteria, 56 were part of this study and 10 (17.58%) presented
viral load consistent with the CMV reactivation process. We observed an increase in
plasma levels of nitric oxide and interleukin 10 (p <0.001) in the reactivated group.
There was also a significant increase in serum creatinine and reduction of 24-hour
urine output correlated with IL-10 and CMV viral load, demonstrating an association
between the reactivation process and renal insufficiency present in sepsis. The
reactivated group still had 2.1 times the risk of developing septic shock and up to 2.5
times the risk in 28 days of mortality. CMV reactivation may increase mortality rates
among sepsis patients and our data suggest that IL-10 and NO may be involved in
this process.

Key words: Cytomegalovirus. Reactivation.  Sepsis. Organ  dysfunction.
Immunological mediators.
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1. INTRODUCAO

1.1. A Sepse

A sepse é uma sindrome patolégica com anormalidades bioquimicas
induzida por infeccdo. E definida como uma disfuncédo organica com ameagca
iminente a vida, desencadeada por uma resposta desregulada do hospedeiro
frente a uma infeccdo. Permanece como um dos maiores problemas de saude
publica do mundo e sua incidéncia tem crescido ao longo dos anos. S6 nos
Estados Unidos, no ano de 2011, a sepse representou um gasto de mais de U$
20 bilhdes de ddlares, cerca de 5,2% do total de gastos hospitalares do pais no
ano (SINGER et al., 2016).

Um estudo multicéntrico realizado no Brasil no ano de 2013, com 21
unidades de terapia intensiva (UTIs) de todo o pais, avaliou que o custo diario
de um paciente com sepse pode chegar a mais de 2 mil reais (CONDE et al.,
2013). A taxas de incidéncia de sepse no Brasil podem chegar 36,3 casos por
1000 pacientes-dia, resultando em uma estimativa de mais de 200 mil mortes em
pacientes adultos por ano (MACHADO et al., 2017).

A sepse é caracterizada por uma reposta heterogénea do hospedeiro
frente a um patdégeno, amplificada por diversos fatores enddégenos que ativam
precocemente respostas pr6 e anti-inflamatérias compensatérias, com
alteracbes em diversos processos fisioldgicos, como o funcionamento dos
sistemas cardiovascular, neurolégico, endocrino, metabdlico e de coagulacéo.
Essa ampla gama de alteracbes definem a significancia biologica e
heterogeneidade clinica dos individuos afetados (SINGER et al., 2016).

Em 2016, foi deliberado o terceiro consenso internacional para definicao
de sepse e choque séptico bem como seus critérios de identificacdo, SOFA (do
inglés: score sequential organ failure assessment), como a melhor estratégia
para diagnostico e manejo do paciente séptico. O SOFA avalia diversos
parametros clinicos e bioquimicos, como respiracdo, através do indice de
oxigenacgao (PaO2/FiO2), coagulacao, pelos niveis de plaquetas; figado, através
da bilirrubina sérica; sistema cardiovascular, pela presséo arterial média (PAM),
e utilizacdo de drogas vasoativas como dopamina, epinefrina e norepinefrina;

sistema nervoso central, pela escala de coma de Glasgow; e funcao renal, pela
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avaliacd@o dos niveis de creatinina e débito urinario. Nesta diretriz, todos critérios
sao dispostos em um esquema de pontuacéo de 0 a 4 para cada variavel, sendo
0 a pontuacédo para funcdes organicas que permanecem inalteradas ou em
perfeita homeostasia, e 4 o critério de maior gravidade. Considera-se portanto
como sepse, qualquer paciente que apresente infeccdo confirmada ou suspeita
e uma pontuacado no SOFA =2 (SINGER et al., 2016) (Anexo 1).

O choque séptico é definido como um subtipo de sepse com
anormalidades circulatérias e metabdlicas suficientes para aumentar
consideravelmente a taxa de mortalidade, podendo ser identificada clinicamente
com hipotensédo severa, que necessita da utilizacdo de vasopressores para
manter a PAM 265 mmHg e apresentar lactato sérico superior a 2 mmol/L,

mesmo apos ressuscitacdo volémica (SINGER et al., 2016).

1.1.1. Resposta imune na sepse

A resposta imune inata é a primeira linha de defesa do organismo contra
diferentes tipos de infec¢cBes, sejam elas bacterianas, fungicas ou virais, e €
mediada por diferentes tipos celulares, como mastocitos, eosinofilos, basofilos e
principalmente linhagens fagociticas (macréfagos, neutrofilos e células
dendriticas) (CRUZ-ADALIA; VEIGA, 2016; HOUSCHYAR et al., 2018).

Durante infec¢Bes, células do sistema imune, como macrofagos e
neutroéfilos, reconhecem estruturas presente em microrganismos, chamadas de
padres moleculares associados aos patdgenos (PAMPS), por meio de
receptores de reconhecimento de padrdo (PRRs), ativando a resposta imune
(HOUSCHYAR et al., 2018; MOGENSEN, 2009). Dentre os receptores, tém-se
0s RIG-like receptors | (RIG-I), que reconhecem RNA citoplasmético e
peptideoglicanos de células bacterianas, e os TLRs, os quais reconhecem
lipidios e acidos nucleicos (MOGENSEN, 2009; TANG et al., 2012). A partir da
ativacdo desses receptores, ocorre 0 recrutamento de varias proteinas
intracelulares que desencadeiam a ativacao das vias JNK (do inglés: c-Jun N-
terminal kinases), MAPK (do inglés: Mitogen Activated Protein Kinases) e dos
fatores de transcrigdo proteina ativadora 1 (AP-1) e fator nuclear kappa B (NF-
kB), levando & producdo de mediadores proé-inflamatérios, afim de controlar a
infeccdo (REDONDO et al., 2014).
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A ativacdo de TLRs por produtos microbianos induz a liberagéo de TNF-
a, IFN-y, IL-1, IL-6, IL-12, IL-18 e outros mediadores inflamatorios como EROS.
Prostaglandinas e fatores de ativacdo plaquetaria, além disso, a ativacao
endotelial resulta no aumento da expressdo de moléculas de adesédo
estabelecendo um estado geral pro-coagulatorio. No mesmo sentido, a ativagédo
de células endoteliais resulta em trombose, vasodilatacdo e aumento na
permeabilidade vascular. O estado pro-inflamatoério na sepse ainda pode ativar
mecanismos imunossupressores de contraregulacdo, com mudancga no fenotipo
de células T, liberacdo de citocinas e intensa apoptose leucocitaria (KUMAR;
ABBAS; ASTER, 2015) (Figura 1).

Endotoxina e outros
produtos microbianos

Ativagao do Ativagao de mondcito
complemento e neutrafilo
[t l C3a
Fator XII C3 ) [E,Q
Dirsta & . & TNF, IL-1, HMGB1
indireta -

Alivagao endotelial Citocinas e mediadores

semelhantes a citocinas
]

! ! ! |

| Pré-coagulante | | Antifibrinolitico | IL-6, IL-8, NO, PAF, IL-10, apopose,
espécies reativas sTNFR

tTF t PA1 de oxigénio stc. _ — B

+ TFPI, trombomoduling, Mediadores antél—! nflamatorios

proteina C secundarios
—
VASODILATAGAO
TROMBOSE EFEITOS A
MICROVASCULAR (CID) PR Ao DDA SISTEMICOS IMUNOSSUPRESSAO
l Febre, contratilidade do

miocardio diminuida,
anormalidades metabolicas

-

Figura 1. Principais vias patogénicas da sepse. Os produtos microbianos
podem ativas células endoteliais e do sistema imune inato iniciando uma cascata
de eventos que desencadeiam em manifestacdes clinicas caracteristicas da
sepse como hipotenséo, alteracdo nos fatores de coagulacdo e dissonancia
imunoldgica (adaptado de: KUMAR; ABBAS; ASTER, 2015).

| ISQUEMIA TECIDUAL ‘

l

| Insuficiéncia suprarrenal |

A presenca de infec¢des descontroladas no organismo e uma resposta
inflamatdria exacerbada ndo regulada pelo balanco pré e anti-inflamatério,
resulta no quadro clinico da sepse. O desenvolvimento da sepse depende das
relacbes estabelecidas entre o microrganismo e o hospedeiro, destacando-se
gue muitos dos elementos relativos ao desencadeamento desta entidade

nosologica permanecem obscuros, provavelmente pela falta de uma
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compreensao mais adequada das interse¢des entre imunidade, inflamagéo e
coagulacéo (SIQUEIRA-BATISTA et al., 2011).

No desenvolvimento da sepse, a inflamacéo € iniciada em resposta a
infeccdo. Assim, o infiltrado inflamatorio de neutrofilos presentes no local da
infeccdo, normalmente € eficaz, pois elimina micro-organismos, no entanto, sua
presenca constante e desregulada resulta em danos teciduais severos (HEALY
et al., 2018; KUMAR, 2018).

Os macrofagos, além do papel fundamental na fagocitose de
microrganismos, tém ainda func&o imunorreguladora, atuando no processo
inflamatorio. Com isso, a sua ativagdo desregulada durante a sepse pode afetar
diretamente a homeostase imunologica (KUMAR, 2018). Macréfagos séo
ativados durante a sepse principalmente por IFN-y (DELANO et al., 2007), e
secretam grandes quantidades de citocinas pré-inflamatérias, como TNF-a, IL-6,
IL-18 e espécies reativas de oxigénio (EROS). Esta resposta pode acarretar,
posteriormente, no estabelecimento do choque séptico e a lesdo e/ou faléncia
de multiplos 6rgdos (VANONI et al., 2017; ZHENG et al., 2018).

Com a ativacdo de genes pro-inflamatorios, as diversas citocinas que
participam da sepse sdo cada vez mais produzidas em resposta a inflamacao
em um curto periodo de tempo (CHOUSTERMAN; SWIRSKI; WEBER, 2017;
SIQUEIRA-BATISTA et al., 2011), promovendo assim, a chamada “tempestade
de citocinas” (DELANO et al., 2007; ISKANDER et al., 2013).

Neste fenbmeno, destacam-se algumas citocinas, como a IL-6, que é
uma interleucina pleiotrépica, que promove o0 aumento de proteinas
inflamatorias, como a proteina C-reativa (CRP) (CHOUSTERMAN; SWIRSKI;
WEBER, 2017; TANAKA; NARAZAKI; KISHIMOTO, 2014). A presenca
persistente e recorrente da IL-6 na sepse, cria um ambiente favoravel para o
desenvolvimento de disturbios metabdlicos como hiperglicemia, hipertensao,
dislipidemia. Ja IL-1B e TNF-q, séo citocinas liberadas por macréfagos ativados
e atuam como mediadores dos processos inflamatorios (CHOUSTERMAN;
SWIRSKI; WEBER, 2017; ISKANDER et al., 2013; JING et al., 2014; KUDLOW
et al.,, 2013). O aumento destas citocinas resulta em dano tecidual e
comprometimento celular, visto que induzem a vasodilatacdo, edema, burst
respiratorio, além de facilitar a ades@o e migracédo de leucdcitos (ZELOVA;
HOSEK, 2013). Em adicdo, niveis elevados destes mediadores estio



16

relacionados a faléncia de diversos 6rgédos no individuo com sepse (RITTIRSCH,;
FLIERL; WARD, 2008; XU et al., 2018).

Apos liberacdo de mediadores pro-inflamatérios, o acido araquidénico €
metabolizado para formar as prostaglandinas, principalmente a E2 (PGE2), a
qual esta estritamente relacionada com todos 0s processos que levam aos sinais
classicos da inflamacéo (dor, calor, rubor, tumor e perda de funcédo) (BONE,
1991; CHENG et al, 2018; RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011;
SREERAMKUMAR; FRESNO; CUESTA, 2012). As prostaglandinas sé&o
potentes Aacidos graxos vasoativos distribuidos no organismo e atuam nas
respostas inflamatdérias, assim como IL-13 e TNF-a. Em pacientes com infec¢des
severas ou choque séptico, os niveis de prostaglandinas encontram-se
elevados, amplificando ainda mais o processo inflamatério, acarretando em
desequilibrio hemodindmico e consequente choque séptico (RITTIRSCH,;
FLIERL; WARD, 2008).

As DCs sdo ceélulas apresentadoras de antigenos (APCs) com
capacidade de processar e apresentar epitopos aos linfocitos T e B a partir de
agentes invasores fagocitados. Segundo Strother e colaboradores (2016),
pacientes com sepse tem reducdo do numero de DCs no sangue e extin¢ao total
no baco, além disso, as DCs que permanecem, apresentam reducdo na
capacidade de producéo de citocinas pré-inflamatérias.

As células NK, por sua vez, atuam como reguladoras de funcdes
imunologicas complexas. Durante a sepse, NKs, induzem a inflamacéo
exacerbada, devido a rapida resposta, com producdo de citocinas proé-
inflamatorias, como IFN-y. IFN-y, por sua vez, leva a ativacdo de células
mielbéides, como os macréfagos, facilitando assim, a resposta inflamatéria local
e consequentemente a sistémica, e desta forma contribui para o agravamento
do quadro séptico (DE GRACIA-GUINDO et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2017;
SOUZA-FONSECA-GUIMARAES et al., 2017)

A continuidade do padrdo de resposta pro-inflamatéria de forma
exacerbada gera uma reposta compensatoria anti-inflamatéria e polarizacéo
imune parcial para fenotipo T helper (Th) 2, com intensa liberacdo de IL-4 e IL-
10. Quando o equilibrio ndo é alcangado, surge um estado de dissonancia e
anergismo imunologico e isso esta estritamente relacionado com pior desfecho
clinico (KALIL; FLORESCU, 2011; SINISTRO et al., 2008).
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Desta forma, a imunopatogénese da sepse é um processo complexo que
envolve tanto a superativagédo, quanto a supressao da resposta imune. Durante
a imunossupressao, ocorre 0 comprometimento dos sistemas imune inato e
adaptativo, com reducdo das citocinas pro-inflamatérias e aumento das
regulatérias, como IL-10, a qual suprime a producdo de IFN-y e estimula a
producdo de receptor inibidor de TNF, favorecendo assim, a persisténcia do
microrganismo e o desenvolvimento de complicacdes infecciosas (PATIL et al.,
2017; SHIN; JIN, 2017).

1.2. O Citomegalovirus

O Citomegalovirus Humano (CMV) ou Betaherpesvirus Humano tipo 5,
€ membro da familia Herperviridae, subfamilia Betaherpesvirinae (KING et al.,
2012). E um DNA-virus de fita dupla, com um genoma de ~235 kpb, encapsulado
em um capsideo icosaédrico, envolvido em uma matriz proteica amorfa,
denominada de tegumento, sob uma bicamada lipidica crivada de glicoproteinas
(CROUGH; KHANNA, 2009). Dentro desta mesma familia encontram-se outros
virus amplamente conhecidos, como Varicela-Zoster, Epstein-Barr Virus, Herpes
Virus Simples tipos 1 e 2 (KING et al., 2012) (Figura 2).

Glicoproteinas G e H

#— Genoma viral

—— Nucleocapsideo
Tegumento

Membrana externa

Figura 2. Estrutura viral do CMV. Comparac¢ao entre um virus esquematico e
a imagem de criomicroscopia eletrbnica do virus. (Adaptado de: THE
UNIVERSITY OF CHICAGO, 2018; YU et al., 2005).

Alocadas no tegumento, estdo a maioria das proteinas virais, como

aguelas envolvidas em processos do ciclo replicativo viral e moduladoras do
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sistema imune. O tegumento ainda acolhe moléculas de RNA celular e viral
(CROUGH; KHANNA, 2009).

As proteinas presentes no tegumento podem ser separadas de maneira
geral em dois grandes grupos: as que desempenha papel estrutural e aquelas
que modulam a resposta celular do hospedeiro frente a infec¢do. Ja na bicamada
lipidica estéo presentes pelo menos 20 glicoproteinas virais que exercem papel
importante na ancoragem e adsorcdo viral na célula hospedeira, como
glicoproteina B (gB), gH, gL, gM, gN e gO. Uma infeccao eficiente é o resultado
de uma sintese proteica coordenada que é dividida em trés estégios: (1) inicio
imediato, até 2 horas apés a infeccdo; (2) inicio tardio, até 24 horas apos a
infeccéo, e (3) tardio, 24 horas apos infeccdo (CROUGH; KHANNA, 2009).

O CMV é capaz de entrar na célula alvo através de fusdo direta ou por
endocitose. No processo de fusdo direta, os virus se ligam a célula pela interacéo
entre as glicoproteinas gB e gH e receptores especificos, como fator de
crescimento derivado de plaquetas alfa (PDGF-a), que desencadeia a fusao do
envelope viral com a membrana citoplasmatica, liberando o capsideo no citosol.
O capsideo, por sua vez, € entdo transportado para o nucleo, liberando o DNA
viral. Ao mesmo tempo, proteinas do tegumento sdo direcionadas para
diferentes localizacBes subcelulares, interferindo nas etapas iniciais da resposta
imune, regulando a expressao génica pela ativacédo de fatores de transcricéo e
modulando vias de sinalizacdo e metabolismo. Inicia-se, entdo, a expressao de
genes de inicio imediato, que promoverao a replicacdo gendmica e a sintese
proteica necessaria para montagem de novas estirpes. As copias de DNA viral
sdo, entdo, encapsuladas e exportadas para o citoplasma, para montagem e
exportacdo das novas particulas virais por exocitose (MALITO;
CHANDRAMOULLI; CARFI, 2018).

O CMV pode ser transmitido por diversas secre¢des corporais e fluidos,
como saliva, contato sexual, transfusdo sanguinea e transplante de 6rgaos
sélidos ou medula éssea. A infeccao primaria em individuos imunocompetentes
€ geralmente assintomatica, mas pode gerar um quadro semelhante a
mononucleose. A partir disso, se estabelece um quadro de infecgao latente que
pode permanecer durante toda a vida ou sofrer reativacdo em determinadas

situacdes, como na imunossupressao (CROUGH; KHANNA, 2009).
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A reativacdo do CMV é um importante aspecto relacionado a sua
patogénese. A imunossupressao, inflamacao, infeccao e estresse oxidativo sao
importantes fatores de risco e podem desencadear a reativacdo. O exato
mecanismo necessario ainda ndo foi completamente elucidado, mas estudos
sugerem o papel do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) como importante
mediador desse processo (FORTE et al., 2018).

O sistema imune inato desempenha um importante papel defensivo
contra CMV, o reconhecimento do virus através de toll-like receptors (TLR), ativa
a transducdo de sinais que levam a secrecao de citocinas pré-inflamatdérias, que
recrutam células do sistema inato e induzem a expressdo de moléculas
coestimulatorias, responsaveis pela mediacdo entre as respostas inatas e
adaptativas. O TLR2 possui capacidade de reconhecer gB/gH e desencadear
resposta inflamatoria (MARQUES; FERREIRA; RIBEIRO, 2018). Além disso,
TLR9 e TLR3 tem sido descritos como componentes criticos na defesa contra
CMV, induzindo a produgao de interferons do tipo alfa e beta (IFNa-f) por células
dendriticas (DCs) e macrofagos, que recrutam e ativam células natural killers
(NK), que, por sua vez, atuam na eliminagdo do virus e resisténcia a infeccéo
(GOODWIN; CIESLA; MUNGER, 2018).

O estabelecimento de uma resposta imune eficaz durante a infeccéo
primaria do CMV serve como importante controle de uma subsequente
reativacao, e prevencao de replicacao viral descontrolada. O virus atua como um
potente desencadeador de imunidade humoral, sendo que o principal alvo dos
anticorpos produzidos sédo as glicoproteinas de superficie como gH e gB. Apesar
de nado prevenir a infeccdo, esse tipo de resposta é capaz de ameniza-la,
reduzindo a letalidade e morbidades associadas (VARANI; LANDINI, 2011).

O CMV induz a diferenciacdo de populacdes especificas de CD4* e CD8*
durante a fase a aguda da infeccdo que permanecem mesmo apos a resolucéo
da infeccdo priméaria. A populacdo de células citotoxicas ndo declina
normalmente, como ocorre em infecgdes por virus influenza por exemplo, e a
porcentagem destas células aumentam progressivamente com a idade. A
proporcdo destas células no sangue periférico € consideravelmente grande,
chegando a 10% para CD4* e 70% para CD8* em individuos soropositivos
saudaveis. Linfocitos T CD8" de memoria apresentam alta expressédo de

receptores para IL-7 e IL-15 e sdo mantidas em taxas de proliferacédo
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homeostética, no entanto células CD8* de memaria especificas para CMV néo
apresentam receptores de IL-7, sugerindo que a estimulacéo proliferativa nestas
células ocorre de maneira independente de citocinas e isso pode ter relacdo com
aumento persistente desta populagéo de células efetoras (VIEIRA BRAGA et al.,
2015).

Assim como outras viroses, incluindo a maioria dos herpesvirus, o CMV
possui diversos mecanismos de evasao a resposta imune, visto que um dos
principais meios é a inibicdo da apresentacao de antigeno por meio do complexo
principal de histocompatibilidade (MHC) de classe I. Inicialmente, a atividade de
linfécitos citotoxicos € direcionada a peptideos antigénicos derivados dos
transcritos da fase de inicio imediato, entretanto a fosfoproteina de matriz 65
(pp65), que possui atividade quinase, impede este reconhecimento. Além disso,
0 genoma viral codifica outras cinco proteinas, Unique Short (US) 2 , US3, US6,
US10 e US11, que bloqueiam a geracao e exportacdo de MHC-I. US2 ainda pode
marcar e encaminhar moléculas de MHC-II para degradacéo proteasomal, além
de interferir na via de sinalizacao induzida por IFN-y, bloqueando a sintese de
MHC-11 (CROUGH; KHANNA, 2009).

Na maioria das infec¢des virais, as células NK sdo capazes de
reconhecer a reducdo da exposi¢cao de MHC-I, eliminando as células infectadas.
No entanto, CMV é capaz de induzir a exposicdo de moléculas virais homadlogas
ao MHC-I, que agem como falsas proteinas, que séo reconhecidas pelo receptor
inibitério CD94/NKG2A de células NK, suprimindo a resposta citotéxica. O CMV
ainda possui uma diversidade de outras proteinas virais homologas as humanas
gue mimetizam a funcéo original e desviam a resposta imune do hospedeiro
(VIEIRA BRAGA et al., 2015).

1.2.1. Epidemiologia do CMV

A infecgcédo pelo CMV acomete 0,5 a 1,0% de todos os recém-nascidos
(EMERY; LAZZAROTTO, 2017) e a soroprevaléncia em algumas regides
desenvolvidas, como Franca e Alemanha, variam de 40 a 60%, enquanto as
populacdes em desenvolvimento podem variar de 80 a 100% (ANTONA et al.,
2017; BATES; BRANTSAETER, 2016; LACHMANN et al., 2018; LI et al., 2017).
Por outro lado, um estudo realizado na Suécia verificou uma prevaléncia

sorolégica de 82,3% em adultos saudaveis, assim, mesmo que a disseminagao
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viral seja um fator diretamente relacionado ao nivel socioecondmico da
populacdo, a soroprevaléncia pode variar de forma independente (Figura 3)
(OLSSON et al., 2017).

Seroprevalence of IgG anti-CMV

(LI'etal., 2017) - China
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(GAWAD et al., 2016) - Egypt
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(IBRAHIM et al., 2016) - Pakistan

(TUON et al., 2018) - Brazil

(SHAIEGAN et al., 2015) - Iran

(VARGHESE et al., 2017) - India
(CONDE-GLEZ et al., 2013) - Mexico
(BATES; BRANTSAETER, 2016) - Tunisia
(TORNIAINEN-HOLM et al., 2018) - Finland
(OLSSON et al., 2017) - Sweden

(BATES; BRANTSAETER, 2016) - Burkina Faso
(LOPO et al., 2011) - Portugal

(LANCINI et al., 2016) - Australia
(VILIBIC-CAVLEK et al., 2017) - Croatia
(OGUNJIMI et al., 2015) - United Kingdom
(SHIGEMI et al., 2015) - Japan

(BATES; BRANTSAETER, 2016) - Tanzania
(LANZIERI et al., 2016) - U.S
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(LACHMANN et al., 2018) - Germany
(KORNDEWAL et al., 2015) - New Zealand
(ANTONA et al., 2017) - France
(OGUNJIMI et al., 2015) - Belgium
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Figura 3. Incidéncia mundial do CMV. Distribuicdo da soroprevaléncia do CMV
em individuos adultos saudaveis.
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No Brasil, as taxas de individuos soropositivos para o CMV sao altas
desde os primeira infancia, chegando a 89% entre adolescentes e 98% em
pacientes adultos jovens. As taxas ainda podem variar de acordo com a regiao
do pais, variando de 94% nos estados do Paran& e Rio Grande do Norte a 100%
no Ceara e Para (TUON et al., 2018).

O CMV raramente causa complicacdes em individuos saudaveis,
entretanto, em fetos, neonatos e pacientes imunossuprimidos pode desencadear
diversas complicacdes clinicas, se tornando uma importante infeccdo
oportunista.  Individuos transplantados que recebem medicamentos
imunossupressores ou portadores do Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV)
podem sofrer de graves complicacbes decorrentes da reativacdo, como
carioretinite, enterocolite, gastrite, esofagite, hepatite, encefalite, pneumonia,
leucopenia, nefrite, miocardite, pancreatite, entre outros. Aproximadamente 50%
dos pacientes de transplante de 6rgdos solidos demonstram evidéncias de
infeccdo e cerca de 35% desenvolvem infec¢cdo sintomatica e manifestacoes e
complicacg@es clinicas (DE GRACIA-GUINDO et al., 2018; SELVEY et al., 2017).

O CMV tem sido descrito também como uma infec¢@o recorrente em
pacientes imunocompetentes em estado critico de saude. As taxas de reativacao
do CMV neste contexto chegam a mais de 30%, com associacdo no aumento da
mortalidade, necessidade de ventilagéo e aumento no tempo de permanéncia na
UTI, quando comparados com pacientes sem reativagao, entretanto como essa
reativacao contribui para aumento nas taxas de mortalidade permanecem pouco
entendidas (LI et al., 2018).

1.3. Areativacdo do CMV durante a sepse

pY

A reativacdo do CMV tem sido amplamente associada a sepse
bacteriana, e provavelmente resulta do processo inflamatorio caracteristico
desse quadro (MANSFIELD et al, 2015). A reativagdo ocorre em
aproximadamente 25% dos individuos com sepse sem imunossupressao. Esta
associada com uma maior permanéncia de pacientes nas UTIs, prolongamento
da necessidade de ventilagdo mecanica (OSAWA; SINGH, 2009) e aumento de
mais de 80% da taxa de mortalidade (KALIL; FLORESCU, 2011).
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Além disso, a reativacdo de CMV em pacientes com quadro de sepse ja
foi descrita como sendo fator de pior prognéstico clinico, com aumento
significativo de morbimortalidade, estando diretamente associado com disfuncéo
organica severa e desequilibrio hemodindmico (FRANTZESKAKI et al., 2015).

A imunomodulacao desencadeada pela reativagédo € capaz de aumentar
a disseminacdo bacteriana durante quadros de sepse (HRAIECH et al., 2017),
os niveis de TNF-a e IL-1p tendem a estar mais elevados nha sepse na presenca
de reativagdo do CMV e diversos estudos tém demonstrado o papel central
destas citocinas na reativacdo viral. Rauwel e colaboradores (2015)
demonstraram que o aumento de fatores que ativam a translocacdo do NF-kB
para o nucleo e induzem a expressdao de TNF-a, promovem a reativacdo do
CMV. Além disso, o0 virus ainda € capaz de estimular a expressao de TNF-a em
macréfagos teciduais e mondcitos, essa estimulacdo autdcrina pode ser a fonte
da ampla disseminacéo viral na sepse (ALMANAN et al., 2017).

De forma similar, a expresséo de IL-1( ativa vias de transcricdo do NF-
KB, que por sua vez ativa a transcrigao de genes pro-inflamatérios, o CMV possui
regides promotoras inseridas no genoma do hospedeiro que sao facilmente
reconhecidas e transcritas por essa via, levando a uma associacdo entre
mediadores pro-inflamatoérios dependentes de NF-kB e o virus (GOODWIN;
CIESLA; MUNGER, 2018).

O CMV pode induzir a expressao de cicloxigenase 2 (COX2), e
consequente PGE2, além de estimular 5-lipoxigenase (5LO), fundamental na
sintese de leucotrieno B4 (LTB4), que age como potente quimioatrativo e atua
na ativacao da resposta inflamatoria por células musculares lisas e fibroblastos.
A inducdo da liberacdo de PGE2 durante a sepse, € capaz de estimular
macréfagos, através da ativacdo dos receptores EP2 e EP4 a produzirem IL-10,
uma importante citocina reguladora. Essa imunomodulacdo pode servir como
forma de escape do virus no sistema imunolégico (VARANI; LANDINI, 2011).

A infeccdo de células endoteliais pelo CMV, promove uma disfuncao
celular através da regulacdo da expressao de oxido nitrico sintase endotelial
(eNOS) e IL-8, além disso, estimula a expressao de moléculas de adesdo como
E-selectina e da molécula de adesdo do endotélio vascular 1 (VCAM-1),
propiciando um estado pro-coagulatério no tecido endotelial, desta forma
induzindo a aderéncia e agregacdo plaguetaria. Como o virus € capaz de
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interagir diretamente e ativar plaquetas através da ligacdo via TLR-2, ha indugéo
da expressdo de P-selectina rapidamente, formando agregados plaqueto-
leucocitarios pela ligacdo com CD169 das células, o que induz a expressao de
mediadores pré-angiogénicos, como fator de crescimento do endotélio vascular
(VEGF), envolvido na proliferacdo celular e aumento da permeabilidade
vascular. Entretanto, a interacdo plaquetas ativadas/leucécitos nédo induz
eventos tromboliticos imediatos, mas intensificam a formacdo de aglomerados
celulares, regulacdo neutrofilica e a angiogénese (ASSINGER et al.,, 2014;
FRANTZESKAKI et al., 2015; HAYAKAWA, 2018) (Figura 4).

No mesmo sentido, o CMV pode se ligar as plaguetas via TLR2,
desencadeando a liberacdo de CD40L, que induz a resposta inflamatéria no
endotélio, aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio, liberacao de
quimiocinas atrativas, moléculas de adeséo e fatores teciduais, além da
producado de IL-1B. Esta condicéo leva a um aumento sistémico de agregados
leucdcitos-plaquetérios, que pode culminar no desencadeamento do quadro de
coagulacao intravascular disseminada (CID), e consequente diminuigdo do nivel
de sobrevivéncia em pacientes sépticos (ASSINGER et al., 2014; HAYAKAWA,
2018).

Além disso, pacientes reativados possuem maiores niveis de alanina
transaminase (ALT), aspartato transaminase (AST) e bilirrubina séricos. Como
CMV também é hepatotrofico, a reativacdo pode estar relacionada com a
disfuncéo hepatica presente em pacientes graves (FRANTZESKAKI et al., 2015).

A reativacdo de CMV durante episodios de sepse ainda estd associada
com a diminuicdo da polifuncionalidade em linféticos T CD8* e aumento de
expressdo de proteinas de morte celular do tipo PD-1. O aumento na expressao
destas proteinas foi correlacionado com a diminuicao do numero de células CD8*
polifuncionais e com o aumento da carga viral. A perda das caracteristicas
polifuncionais, como producdo de INF-y, TNF-a, proteina Inflamatéria dos
macrofagos tipo 1 beta (MIP-18) e CD107a, ocasiona na supressao da sua
capacidade citotOxica, iniciada primeiramente pela incapacidade de expressar
IL-2 e levando progressivamente a exaustao e desgaste celular. Esta indugéo se
torna uma importante ferramenta de escape imunolégico, uma vez que linféticos

T CD8* sdo um dos principais tipos celulares especializados em reconhecer
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células infectadas por virus e exercer atividade citotoxica (CHOI et al., 2017;
TOMINO et al., 2017).
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Mondcitos infectados pelo CMV migram para os tecidos, se
diferenciando em macrofagos residentes. Estas células, quando estimuladas por
antigenos bacterianos, induzem uma resposta inflamatéria mais acentuada que
normal, aumentando significativamente a expresséao de TNF-a, IL-6 e IL-8, por
ativacdo de TLR-4 e 5 (SMITH et al., 2014).

A infeccdo por CMV promove a manutencdo da expressao de PRRs,
como TLR-4 e TLR-5, além de co-receptores como CD14 que auxiliam no
reconhecimento de lipopolissacarideos (LPS) e outros PAMPs. A super-
expressdo e manutencdo destes receptores na superficie celular, desencadeia
excessivas ativacdes que promovem a resposta exacerbada frente a infeccoes.
Além disso, ainda promove o aumento da expressédo do fator de diferenciacéo
mielbide 88 (MyD88), que atua como proteina adaptadora na via de ativacéo de
NF-kB mediada por TLRs, induzindo a produgcdo de mediadores pro-
inflamatorios. Ainda, o virus é capaz de induzir a fosforilagao de IkBa (do inglés:
inhibitor of kappa B alpha), liberando a translocacédo do NF-kB para nucleo. Essa
ativagcdo cumulativa de vias pré-inflamatorias pode explicar como CMV influencia
no desfecho clinico e pior prognéstico durante o quadro de sepse (SMITH et al.,
2014).

Ja foi demonstrado que LPS é capaz de induzir a reativacao viral por
estimular células infectadas que estdo em estado latente e induzir a expressao
de regibes promotoras virais, como inicio imediato e inicio tardio, que possuem
sitios de ligacdo especificos para NF-kB e outros fatores de transcricdo. Além
disso, a ativacao desta via, ainda induz a expressao de TNF-a, IL-13, IL-6 e IL-
8, que podem atuar de forma autécrina e paracrina, estimulando ativacéo de NF-
KB e, assim, agindo de forma independente como promotores da reativacgéao viral
(SMITH et al., 2014).

Dentro deste contexto inflamatério, temos o grupo de PRRs
intracelulares, NOD-like receptors (NLR), especializados no reconhecimento de
patogenos e demais sinais de perigo citosolicos. Algumas destas proteinas estao
envolvidas na formacdo de um complexo multiproteico denominado
inflamassoma, comumente formado por uma pré-caspase-1 (CASP-1) e um
NLR, unidos por uma proteina adaptadora (ASC). A principal atividade do
inflamassoma é clivar pré-IL-1B e pro-IL-18 em suas versoes ativas, IL-1p e IL-

18, que possuem ampla atividade proé-inflamatéria. Assim, a CASP-1 foi
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associada com altos niveis de carga viral em pacientes com sepse, no entanto a
regulacdo positiva desta proteina ocorre antes da reativacdo, indicando um
possivel envolvimento da atividade pro-inflamatéria do inflamassoma no

desencadeamento do evento de reativacao (SINGH et al., 2017).
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3. OBJETIVOS

3.1.

3.2.

Objetivo Geral
Analisar os principais aspectos clinicos e fisiopatologicos associados a

reativacdo do CMV em paciente com sepse e sua associagdo com 0O

desfecho clinico.

Objetivos Especificos
Avaliar a reativacdo do CMV e sua associagdo com 0S parametros

clinicos da sepse;

Estabelecer um perfil de morbimortalidade que articule o quadro de sepse
com a reativacdo de CMV;

Analisar os niveis plasmaticos de citocinas pr6 e anti-inflamatoéria
presentes na reativacdo do CMV durantes os eventos de sepse;
Correlacionar os mediadores imunolégicos e inflamatérios com as
variaveis clinicas caracteristicas da sepse;

Verificar se a reativacdo do CMV esta associada ao prognéstico e

desfecho clinico dos pacientes sépticos.
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4.1. Artigo: Reactivation of cytomegalovirus in patients with sepsis:
association of immunological mediators, laboratory parameters,

and clinical manifestations.
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Reactivation of cytomegalovirus in patients with sepsis: association of
immunological mediators, laboratory parameters, and clinical

manifestations

ABSTRACT

The CMV reactivation has been widely associated with bacterial sepsis and occurs
in approximately 30% of this individuals, is associated with a longer stay in ICU,
prolongation of the need for mechanical ventilation, and over 80% increase in the
mortality rate, being directly associated with severe organ dysfunction and
hemodynamic imbalance. Thus, the aim of this study was evaluate the role of CMV
reactivation in sepsis progression. The overall occurrence of cytomegalovirus
reactivation in the cohort was 17.58%. Was observed an increase in plasma levels
of NO, reduction of percetage of free days of mechanical ventilation and arterial
pH, as well as changes in coagulation parameters, reduction of platelet count and
increase of activated partial thromboplastin time in the reactivated group when
compared with non-reactivated group. There was also a significant increase in IL-
10, creatinine, urea levels and reduction of 24-hour urine output. These variables
still correlated with viral load, demonstrating an association between the
reactivation process and kidney failure present in sepsis. The reactivated group
still had 2.1 times the risk of developing septic shock and an increase in the
mortality rates. CMV reactivation may increase mortality rates among septic

patients and our data suggest that IL-10 and NO are involved in this process.

Key words: Cytomegalovirus; Reactivation; Sepsis; Kidney failure; IL-10; Nitric

oxide; Mortality.
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INTRODUCTION

Sepsis is a pathological syndrome with biochemical abnormalities induced
by infection. It is defined as an organic dysfunction with imminent threat to life
triggered by a deregulated host response to an infection. It persists among the
most serious worldwide public health issues with a growing incidence over the
years. It is characterized by a heterogeneous host response to a pathogen
amplified by several endogenous factors, leading to alterations in several
physiological processes, such as cardiovascular, neurological, endocrine,
metabolic, and coagulation. This broad perspective of changes define the
biological significance and clinical heterogeneity of the affected individuals *.

Human Cytomegalovirus (CMV) is a double-stranded DNA virus that can
be transmitted by various bodily secretions and fluids, such as saliva, sexual
contact, blood transfusion, and transplantation of solid organs or bone marrow.
Primary infection in immunocompetent individuals is generally asymptomatic and,
as a result, a latent long-term infection condition is established, which may be
reactivated in certain situations 2.

CMV reactivation is an important aspect related to the pathogenesis of this
viral infection. Immunosuppression, inflammation, infection and oxidative stress
are important risk factors that may trigger reactivation. The exact mechanism
required is yet to be fully elucidated, but studies have suggested the role of TNF-
a as an important mediator of this process 3.

The CMV reactivation has been widely associated with bacterial sepsis
and is likely to result from the inflammatory process which is peculiar to such a
condition 4. Reactivation occurs in approximately 30% of individuals with sepsis

without immunosuppression and is associated with a longer stay in ICU patients,



41

prolongation of the need for mechanical ventilation 5, and over 80% increase in the
mortality rate °. In addition, CMV reactivation in patients with sepsis has been
described as a worsening factor for clinical prognosis, with a significant increase
in morbidity and mortality, directly associated with severe organ dysfunction and
hemodynamic imbalance 7. Thus, our aim was to evaluate the role of CMV
reactivation and its association with immunological mediators, laboratory
parameters, and clinical manifestations related to the prognosis and clinical
outcome of patients with sepsis.

RESULTS

None of the patients in the reactivated group had detectable plasma levels
of anti-CMV IgM, which confirms reactivation and rules out primary infection. Table
1 describes the baseline characteristics of the groups. No statistically significant
difference was revealed regarding age (p=0.646), gender (p=1.000) or length of
hospital stay (0.586) from the comparison between groups. In contrast, the SOFA
index presented higher values (p=0.020) and the Glasgow coma scale had lower
values (p=0.037) in the reactivated group.

Plasma levels of NO metabolites were very high in the reactivated in
relation to the non-reactivated group (p<0.001) (Fig 2A). In addition, arterial pH
(p=0.036) reduced as well as the percentage of free days from mechanical
ventilation (p=0.008). Partial pressure of arterial carbon dioxide (pCO2) levels
between the groups did not differ, but a tendency to be higher in the reactivated
group appeared (p=0.086) (Fig 2B-D).

A considerable reduction in total platelet count (p=0.008) and hematocrit
percentage (p=0.025) also occurred with increased activated partial

thromboplastin time (APTT) (p=0.002) only in the reactivated group (Fig 2E-G).
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Additionally, the inflammatory status in the reactivated group was accentuated by
the significant increase of C-reactive protein (CRP) (p=0.004) (Fig 2H).

Subsequently, was evaluated whether CMV reactivation has
immunomodulatory activity in sepsis and its interaction in the clinical evolution of
these patients. The levels of TNF, IFN-y, IL-2, and IL-4 remained below the
detection limits for the most patients (data not shown). IL-6 and IL-17a did not differ
statistically between the groups (p=0.922 and p=0.231 respectively). In addition, a
significant increase in IL-10 levels was observed in the reactivated group (p<0.001)
with a very strong correlation with CMV viral load (r=0.910 and p<0.001) (Fig. 3A).
The groups also differed significantly from the creatinine level and 24-hour urine
output (24hUO) (p<0.001), which were directly and inversely correlated to the viral
load (r=0.652/p=0.056, and r=-0.763/p=0.010), respectively (Fig. 3B and C). Urea
levels also differed between groups (p=0.027) with a significant increase among
patients with CMV reactivation. A direct correlation appeared between IL-10 and
creatinine or urea (r=0.709/p=0.026 and r=0.738/p=0.045, respectively) in addition
to an inverse correlation between IL-10 and 24hUO that occured only in the
reactivated group (r=-0.846 and p<0.001) (Fig. 3E).

Regarding the severity of the clinical condition due to the presence of septic
shock, the group with CMV reactivation had a higher incidence (90%) than the non-
reactivated group (57%) (RR 2,1; 95% CI1.4-3.1; p=0.012). When patients with or
without CMV reactivation were compared for morality rates, a tendency for
statistical difference in 28 was found (RR 2.5; 95%CI1.2-5.2; p=0.052), but not in
180 days (RR 1.5; 95%CI1.01-2.3; p=0.161) post sepsis diagnosis. However,
Kaplan-Meier's mortality curves differed between groups for both 28 (log-rank

p=0.026) and 180 days (log-rank p=0.039) (Fig 4A and B).
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DISCUSSION

Several studies have clinically demonstrated the effect of CMV reactivation
during sepsis, increasing the need for mechanical ventilation and the in-hospital
stay of these patients 2. However, few studies have evaluated the biochemical
and immunological variables associated with viral reactivation which may influence
prognosis and clinical outcome 7. Our study demonstrated that CMV reactivation
changes a variety of laboratory parameters that promote a more intense
decompensation than that observed in patients with sepsis without reactivation, in
additional to worsening the general clinical condition evaluated through increased
SOFA score and reduced level of consciousness according to the Glasgow coma
scale.

Our data show an increase in NO and IL-10 levels during CMV reactivation
in sepsis, corroborating with several studies which point out that CMV infection is
able to stimulate NO production in several cell types, but this mediator does not
act as a microbicidal molecule on this virus. Zhu et al. ** demonstrated the role of
nitric oxide in the escape of the immune system by differentiating hematopoietic
progenitor cells into a subtype of long-lived IL-10 producing monocytes that act as
both viral reservoir as a potent immunosuppressant.

CMV is able to stimulate the expression of excessive amounts of NO in the
lungs through bronchial epithelial cells, which results in cytotoxicity and injury of
adjacent tissue, inducing pneumonitis ** and pulmonary fibrosis 1°. Thus, high NO
levels observed during reactivation in patients in our study could be implicated in
increased respiratory failure and need for mechanical ventilation. Alveolar injury

and reduced gas diffusion as well as balance could induce acid-base imbalance,
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resulting in an acidotic state, as demonstrated in our study, by the reduction of
arterial pH and tendency for increase of pCOz in the group with CMV reactivation.

The reactivated group had a higher prevalence of septic shock than the
control group, suggesting a role of CMV-mediated NO in sepsis severity. CMV has
proved to activate NAD(P)H oxidase from arterial smooth muscle cells and
deregulate the eNOS expression in endothelial cells, thus contributing to arteriolar
vasodilation. In addition, CMV can stimulate venous inflammation and
thrombogenic responses 16-18, CMV, in this way, may be related to the circulatory
abnormalities of septic shock. However, new studies should be performed to
elucidate possible mechanisms to be involved in this process.

Our study found a considerable decrease in total platelet count and
hematocrit percentage, in addition to higher APTT only in the reactivated group.
CMV is capable to directly interact and activate platelets through TLR-2 binding,
inducing P-selectin expression and formation of aggregates between platelets and
leukocytes via CD169, which stimulates the expression of pro-angiogenic
cytokines involved in increased vascular permeability 1920,

Hemodynamic disturbances in sepsis may range from a simple subclinical
change in blood coagulation to a severe disseminated intravascular coagulation
(ICD), characterized by the formation of microthrombi in vessels that contribute
significantly to dysfunction of various organs and consequent consumption of
platelets and coagulation factors that may contribute to hemorrhagic
manifestations 2122, This context suggests that CMV may be able to contribute to
the thrombogenic events of sepsis through the direct interaction of platelets and

extrinsic pathway activation of blood coagulation due to endothelial damage.
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Additionally, increased CRP levels are also an indication exacerbated
inflammatory response to the reactivation process.

The reactivated group IL-10 levels had significantly higher concentrations
and also revealed the association between high levels of IL-10 with increasing
creatinine and urea levels as well as reduced 24hUO only in the reactivated group,
with correlation between the levels of these parameters and the viral load, except
urea, indicating the presence of CMV-mediated renal damage.

IL-10 is a key component of the immune system that regulates and
suppresses the expression of proinflammatory cytokines during the recovery
phases of infections and consequently reduces the damage caused by
inflammatory cytokines 22. The IL-10 family comprises a set of nine human
cytokines and four viral homologs, one of them synthesized by CMV. The cmvIL-
10 is secreted by infected cells and binds to cellular IL-10 receptors in a manner
similar to the natural ligand, leading to suppression of inflammation 2425,

In addition, CMV is still capable to induce IL-10 expression by virus-specific
CD4T cells upon recognizing MHC-II exhibiting viral antigens. These mechanisms
could induce immunosuppression and regulate the inflammatory response,
contributing to immune system escape, resistance, and maintenance of CMV
infection 242,

Among the diversity of IL-10 functions, this cytokine plays an important role
in renal physiology for being related to the development of acute renal diseases
and progression to chronic failure 27:28, The major producers of IL-10 in the kidneys
are the mesangial cells, whose abnormal proliferation structurally alters the
glomeruli and interstitial tubules and may result in renal failure. IL-10 is a mesangial

growth factor with important autocrine activity, promoting cell proliferation. In vivo
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administration of IL-10 in normal rats resulted in a considerable increase in the
number of intraglomerular cells and consequent reduction in creatinine clearance.
In addition, IL-10 further promotes the deposition of immune complexes that
contribute to glomerular injury 2°. Our results represent the first record of CMV-
mediated expression of IL-10 induction correlated to kidney failure in sepsis.

Sepsis is assumed to progress from a primary hyperinflammatory early
stage to a predominantly immunosuppressive state, with extreme production of
pro-inflammatory and anti-inflammatory mediators responsible for a state of
immunological dissonance responsible for refractory shock, multiple organ failure
and death 2°

The overall occurrence of cytomegalovirus reactivation in the cohort ranged
17.58% and the patients had worsening of organ dysfunction, with a 2.1-fold
increased risk of developing septic shock, and 2.5-fold increased mortality risk in
relation to the group without reactivation within 28 days, in addition to a 33.4%
increase in the need for mechanical ventilation, and our data suggest the
occurrence of an influence on CMV reactivation and the clinical outcome of these
patients. Nonetheless, the number of patients evaluated in this study could lead to
a sample bias, so we suggest that further studies should be conducted to analyze
this association.

We demonstrated that CMV is reactivated in septic patients and may
promote a higher risk of developing septic shock and higher mortality rates,
especially along the first weeks after reactivation, and our data suggest that IL-10
and NO may be involved in this process. The development of IL-10-mediated
kidney failure and NO-mediated respiratory and cardiovascular alterations, as well

as changes in the coagulation system and exacerbation of the inflammatory profile,
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can explain how CMV reactivation influences the prognosis and clinical outcome
of patients with sepsis. Therefore, the development of a better understanding on
CMV reactivation in sepsis and possible new strategies to prevent it may contribute

significantly to the clinical outcome of these patients.

PATIENTS AND METHODS
Subjects and design

This is a cohort study conducted at the Hospital Universitario de Londrina,
Brazil, between May and October 2017. Inclusion criteria: patients of both sexes,
aged 18 years, and over diagnosed with sepsis or septic shock according to
sepsis-3 protocol proposed by Singer et al. ! for a maximum of seven days and
serologically positive for anti-CMV 1gG. Exclusion criteria: having presented
another sepsis within a period of less than three months of the diagnosis used in
the study, known immunosuppression, patients suffering from extensive burns and
pregnancy. This study was approved by the Committee of Ethics in Research
Involving Human Beings of the State University of Londrina (CAAE-
61406216.4.0000.5231). All patients who patrticipated in the study or their legal
guardians signed a free and informed consent form and were fully informed about
all aspects related to the research. All methods performed in the study were
conducted following all ethical and legal regulations.

During the study period, 168 patients were diagnosed with sepsis and
evaluated regarding the inclusion and exclusion criteria. 110 patients were
excluded for not meeting the established criteria. Two out of the 58 patients who
were still hospitalized on the seventh day after diagnosis of sepsis did not present

positive CMV serology and were excluded, which led us to a final sample of 56
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patients, including 10 (reactivated group) who had detectable CMV viral load
compatible with the reactivation process as described by Blaszquez-Navarro et al.
8 and 46 (non-reactivated group) without detectable viral load. Cowley et al. °
described the reactivation time and appearance of detectable viral load, which
enabled to establish the seventh day after diagnosis of sepsis as the time of
analysis for all study variables (Fig 1).

Venous blood was collected in two 5 mL tubes containing
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) and the samples were aliquoted for DNA
extraction and centrifuged for separation of the plasma which was stored in a

freezer at -80 ° C until the time of use.

Determination of plasma levels of anti-CMV IgM and IgG

The detection and quantification of anti-CMV IgM levels were determined
by chemiluminescent microparticle immunoassay (Abbott Laboratory, IL, USA) and
IgG followed the enzyme immunoassay (ELISA) by using the BIOLISA CMV IgG

kit (Bioclin, Belo Horizonte, Brazil).

DNA extraction

The DNA extraction was performed the method described by Green and
Sambrook 1° the aliquots of 200 pL of whole blood were submitted to the classical
method of DNA extraction by Phenol-Chloroform. Samples were incubated in lysis
buffer (50mM-TrisHCI-pH8.0, 50mM-NaCl, 50mM-EDTA and 0.5%SDS) with
proteinase-K (20mg/mL) and incubated at 56°C for 1-hour. Extraction of the
organic phase was performed with buffer containing Phenol-Chloroform-lsoamylic
Alcohol solution (25:24:1 respectively). The DNA was precipitated in absolute

ethanol, eluted in TrisHCI buffer (25 mM-pH8.0) and stored in a freezer at -20°C
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until use. DNA concentrations were quantified using NanoVue Plus (Biochrom,

Holliston, USA) and integrity was assessed by 2% agarose gel electrophoresis.

Design of oligonucleotide primers and amplification of CMV UL55

Eighty-six DNA sequences from the UL55 region of cytomegalovirus were
obtained from the GenBank database available at http://www.ncbi.nlm.nih.gov.
The sequences obtained were analyzed using the BioEdit v.7.2.0 software aligned
by the ClustalW and a consensus sequence was deduced. From this the primer
oligonucleotides were designed and evaluated using the software OligoAnalyzer
3.1. available at https://www.idtdna.com/calc/analyzer. The delineated
oligonucleotides (UL55foward 5-CTGGCATTGCGATTGGTTC-3 ‘and
UL55reverse 5-CTGTAATCTGAACTGTATGCTGAC-3') were used in a PCR with
a final volume of 20 pl containing 1XPCR buffer, 2.5mM-MgCI2, 1.25uM each
dNTP, 0.65U-Tag DNA polymerase (Invitrogen, Carlsbad, USA), 20pM of each
oligonucleotide and 100ng of viral genomic DNA. Reactions without the addition of
template DNA were performed as negative control. PCR conditions were: 3
minutes at 95°C, 40-cycles of 94°C for 15 seconds, 52°C for 30 seconds and 72°C
for 45 seconds and a final extension of 10 minutes at 72°C in a Veriti 96-well
Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster City, USA). PCR products were
evaluated by 2% agarose gel electrophoresis and compared to 100bp molecular

weight marker (Ludwig Biotec, Alvorada, Brazil).

Cloning and Sequencing

To confirm the specificity of the primers, the PCR product was cloned into
plasmid using the vector pGEM®-T Easy (Promega, Madison, USA) according to

the manufacturer's instructions. The cloned plasmids were purified using QlAprep
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Spin Miniprep kit (Qiagen, Germany) and sequenced using the T7 (foward) and
SP6 (reverse) oligonucleotides with ABI BigDye Terminator Kit on an ABI 3500xI
Genetic Analyzer Sequencer (Applied Biosystems, Foster City, USA).
Electropherograms were analyzed manually in the BioEdit v.7.2.0 software and
compared to GenBank sequences using the BLAST algorithm, confirming the

primer specificity in the amplification of the 126 base pair fragments.

Quantification of Cytomegalovirus by real-time PCR

For absolute quantification of viral load, a calibration curve was developed
based on a 10-fold dilution from 1.6x106 and after the real-time PCR (gPCR) assay
a linear regression curve was calculated and used to determine the sample viral

load, expressed in number of viral copies.

The gPCR was performed on a Rotor-Gene Q 2PlexHRM (Qiagen, USA)
thermocycler using QuantiNova SYBR Green PCR kit (Qiagen, USA) and
confirmed by Cytomegalovirus (CMV) SYBR Green PCR Kit (Norgen Biotek,
Thorold, Canada) with 100 ng/genomic DNA reaction overall, using the forward
primer reverse UL55 and UL55 in the concentrations described above. The
samples were amplified under the following PCR conditions: an initial step of 2
minutes at 50 ° C, 10 minutes at 95 ° C and 40 cycles of 30 seconds at 95 ° C, 30
seconds at 57 ° C and 30 seconds at 72 ° C, followed by a test for analyzing the

dissociation curve (55 ° C to 99 ° C, with a heating of 0.5 ° C/second).

Plasma cytokine and nitric oxide analysis
Cytometric Bead Array Human Th1/Th2 Cytokine kit (BD Biosciences, San
Jose, USA) was used to determine the plasma levels of TNF, IFN-y, IL-10, IL-6,

IL-2, and the IL-17A quantification by Human IL-17A Platinum ELISA (eBioscience,



51

Vienna, Austria). The determination of Nitrite levels as an estimate to produced NO

was performed according to Miranda et al. 2.
Statistical analyzes

Statistical analyses were performed using SPSS software (version 20) (IBM
Corp, Armonk, USA) and graphs created with Graphpad Prism 7 (GraphPad
Software, USA). Data were submitted to the Shapiro-Wilk and Levene tests and
those with normal distribution and homogeneity of the variances were evaluated
according to the Student's t-test. Data without normal distribution underwent
transformation through natural logarithm; those that nevertheless continued to
show no normality and homogeneity were evaluated through the Mann Whitney’s
U-test. Correlation analyses were performed through the Pearson or Spearman
tests, as appropriate. Categorical data were analyzed through Fisher's exact test
and relative risk (RR) with 95% confidence interval (CI). Survival curves followed
the Kaplan-Meyer's method considering 28 and 180 days as cutoff points.

Statistical significance was set at p <0.05 for all analyses.
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TABLE 1. Characteristics of 56 patients seven days after diagnosis of sepsis with or without

cytomegalovirus reactivation.

Variables All ply\la:ti5e6ntes Non-Rl\clengvated Realgt:i\l/gted V{Sl-.le
Age (years) ? 72 (52-81) 70 (50-83) 74 (69-78) 0.646
Gender ° 1.000

Male 31 (55) 25 (54) 6 (60)

Female 25 (45) 21 (46) 4 (40)
Length of stay in hospital (dias) 2 17 (13-30) 17 (14-30) 16 (11-34) 0.586
SOFA? 6 (4-10) 6 (3-9) 10 (7-11) 0.020
APACHE 11 2 20 (17-25) 20 (17-24) 25 (21-26) 0.124
Glasgow scale ? 10 (7-15) 10 (7-15) 8 (3-8) 0.037
Sodium (mEg/dL) 2 139 (136-142) 140 (136-143) 138 (136-141) 0.414
Potassium (mEg/dL) 3.82+0.78 3.77+£0.75 4.06+£0.91 0.298
Serum bilirubin (mg/dL) 2 0.4 (0.26-0.7) 0.5 (0.27-0.75) 0.39 (0.24-0.68) 0.656
WBC (mm?3) © 12833+6574 1316316940 1134514562 0.537
IL-6 (pg/mL) 2 10.2 (5.7-19.3) 10.5 (5.8-19.4) 9.9 (5.5-35.2) 0.922
IL-17a (pg/mL) 2 52.9 (35.5-61.5)  48.7(32.6-61.6)  55.7 (46.4-62.7)  0.231
Septic shock ® 35 (63) 26 (57) 9 (90) 0.012
28-days of mortality ° 17 (30) 11 (24) 6 (60) 0.052
180-days of mortality ° 32 (57) 24 (52) 8 (80) 0.161

SOFA - Sequential organ failure assessment
APACHE Il - Acute physiology and chronic health evaluation Il

WBC — White blood cells
IL- interleukin

8 Mann Whitney’s U-test, data show as median (25th and 75th percentile)

b Fisher's exact test, absolute number (n) (percentage of the group)

€ Student's t-test data show as meanzstandart desviation
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FIGURE LEGENDS

Patients
diagnosed with
sepsis in the study
period (n = 168)

Patients excluded because they did not meet the methodological
criteria of the study (n = 110):
01 patient excluded for being under 18 years of age;
01 patient excluded due to pregnancy;
05 patients excluded because they presented another diagnosis of
sepsis before 3 months;
02 patient refused to participate in the study;
02 patient had human immunodeficiency virus;
03 patients used immunosuppressants;
96 patients were no longer hospitalized (discharge / death) on the 7th
day after diagnosis of sepsis.

Y

A
Patients
hospitalized on the
seventh day after
diagnosis of sepsis

(n=58)
Patients excluded because they
| did not present positive serology
for anti-CMV IgG (n = 2)
Y

Total Patients who
participated in the
study (n = 56)

\ A
Non-reactivated Reactivated group
group (n = 46) (n=10)

Figura 1. Methodological flow chart. Demonstration of patients

excluded/included in the study and distribution of the groups evaluated.
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Figure 2. Analysis of clinical and laboratory changes related to CMV

reactivation on the seventh day after diagnosis of sepsis. Non-reactivated

group (NR). Reactivated group (R). A, levels of plasmatic NO. B, percentage of

free days from mechanical ventilation (%FDMV). C and D, arterial pH and partial

pressure of arterial carbon dioxide (pCO2). E, counts of total platelets per cubic

millimeter x103. F, percentage of hematocrit in venous blood. G, activated partial

thromboplastin time (APTT), and H, levels of serum C-reactive protein. All data

were analyzed through Student’s T test, except %FDMV and % hematocrit which

were evaluated by Mann Whitney’s U test. Data show as median at line and mean

in +, with 25th and 75th percentile and bars represent the minimum and maximum

values.
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Figure 4. Survival curves among septic patients with or without CMV
reactivation. A and B, Kaplan-Meier survival analysis (p-value through Log-Rank)
comparing septic patients with (dashed line) or without (continuous line) CMV

reactivation. A, 28-day mortality. B, 180-day mortality.
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5. CONCLUSAO

Em nosso estudo foi demonstrado que pacientes sépticos com
reativacdo do citomegalovirus apresentaram um pior prognéstico clinico com
reducao do nivel de consciéncia, maior gravidade de disfungdo organica e
aumento da necessidade de ventilagdo mecanica. O grupo reativado ainda
apresentou uma maior incidéncia de choque séptico.

A reativagdo do CMV pode aumentar as taxas de mortalidade entre
pacientes com sepse, especialmente nas primeiras semanas pos-reativagao, e
nossos dados sugerem que IL-10 e NO possam estar envolvidos neste
processo. O aumento significativo de metabdlitos de oxido nitrico, redu¢do do
pH arterial e dias livres de ventilagdo mecanica indicam que o CMV pode estar
relacionado a um quadro de insuficiéncia respiratéria na sepse. A redugao da
contagem total de plaquetas e porcentagem de hematdcrito, bem como
aumento no tempo de tromboplastina parcial ativada sao indicativos de
alteragdes do sistema de coagulagao relacionados a reativagéo do virus.

O aumento nos niveis plasmaticos de IL-10 durante a reativagcao se
correlacionou com a carga viral, aumento nos niveis séricos de creatinina e
ureia e reducédo do débito urinario de 24 horas, indicando um papel da IL-10
mediada pelo CMV na insuficiéncia renal presente na sepse. Deste modo, o
desenvolvimento de uma melhor compreenséao da reativacdo do CMV na sepse
e possiveis novas estratégias para preveni-lo pode contribuir significativamente

para o desfecho clinico destes pacientes.
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ANEXOS

6.

Anexo 1. Sequential organ failure assessment (SOFA)
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Anexo 2. Parecer do CEP-UEL
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a infeccdes graves que podem ser prejudiciais ao hospedeiro. Assim, a sepse bacteriana tem sido
identificada como um fator de risco para a reativacdo de CMV em populacbes heterogéneas que se
encontram em estado critico de saude.

E uma pesquisa a ser realizada em pacientes criticos em unidade de terapia intensiva, nos quais seréo
coletadas amostras de sangue para verificagdo de soropositividade, titulacdo de anticorpos IgM e IgG,
presenca de antigeno pp65 em leucdcitos do sangue periférico, niveis de citocinas e andlise de carga viral.
Serdo avaliadas também as caracteristicas clinicas dos pacientes

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Analisar os principais aspectos fisiopatolégicos associados a reativacdo do CMV em paciente com quadro
de sepse bacteriana internados em UTI.

Objetivo Secundério:

1. Avaliar a sorologia e a reativacdo do CMV em paciente com sepse bacteriana em estado grave.
2.Correlacionar as taxas de expressao de algumas das principais citocinas presentes durantes os
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eventos de sepse bacteriana e reativacdo de CMV
destes pacientes.

3. Estabelecer um perfil de morbidade e mortalidade que articule o quadro de sepse bacteriana com a

reativacdo de CMV,considerando-se 0s principais agravos no ambito das unidades de terapia intensiva.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:
Embora minimos, os riscos relacionam-se a pun¢éo para coleta de sangue.

Beneficios: A analise da reativagdo de citomegalovirus em pacientes com sepse pode trazer uma maior

compreensdo sobre a cinética e a correlacdo entre esses dois eventos biolégicos. Os dados também

poderdo serem usados pela equipe médica para avaliar o quadro patoldgico destes pacientes.

Comentarios e Considerag8es sobre a Pesquisa:
Pesquisa relevante, bem delineada e estruturada.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:

Folha de rosto: Ok, assinada por vice-chefe depto ciencias patologicas do CCB

TCLE est4 adequado no contetdo e na forma de comunicacdo adequada a populacéo leiga
Ha autorizacao da dire¢édo superintendente do HU.

cronograma adequado

Orcamento esta em cerca de 25 mil reais em materiais e equipamentos ja disponiveis no laboratério.

Conclus8es ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Aprovado

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES _BASICAS DO _P | 26/10/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 796938.pdf 14:48:54
Folha de Rosto FolhaRosto.pdf 26/10/2016 | TAYLON FELIPE Aceito

14:47:23 _|SILVA

Endereco: LABESC - Sala 14

Bairro: Campus Universitario CEP: 86.057-970
UF: PR Municipio: LONDRINA
Telefone: (43)3371-5455 E-mail: cep268@uel.br

Pagina 02 de 03




I -Pl..u-tulm

h - .l SAaTE M ELsg
.""1..-,'

Continuagéo do Parecer: 1.816.130

comne s e on UNIVERSIDADE ESTADUAL DE

LONDRINA - UEL

Rerani ™

Declaracéo de TermosSigilo.pdf 26/10/2016 |TAYLON FELIPE Aceito
Pesquisadores 14:46:36 | SILVA

Declaracéo de Declaracao.pdf 26/10/2016 | TAYLON FELIPE Aceito
Pesquisadores 14:45:37 | SILVA

TCLE / Termos de | TCLE.pdf 26/10/2016 |TAYLON FELIPE Aceito
Assentimento / 14:45:15 |SILVA

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado / | projeto.pdf 26/10/2016 | TAYLON FELIPE Aceito
Brochura 14:44:57 |SILVA

Investigador

Declaracéo de Parecer.pdf 26/10/2016 |TAYLON FELIPE Aceito
Instituicdo e 14:25:58 |SILVA

Infraestrutura

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

Endereco: LABESC - Sal
Bairro:
UF: PR

Telefone: (43)3371-5455

LONDRINA, 10 de Novembro de 2016

la 14

Campus Universitario
Municipio:

LONDRINA

Assinado por:

Rosana Lopes
(Coordenador)

CEP: 86.057-970

E-mail:

cep268@uel.br
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