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RESUMO

URBANO, P.R.P. Incidéncia, caracterizagdao genotipica e determinagao
da dindmica de excregdo dos poliomavirus humanos em amostras de
urina de individuos saudaveis. Sao Paulo: Instituto de Medicina Tropical de
Sao Paulo da Universidade de Sao Paulo; 2013.

Os Poliomavirus JC e BK sdo os mais importantes integrantes da
familia Polyomaviridae, género Orthopolyomavirus, devido ao seu grau de
patogenicidade no homem.

O poliomavirus humano JC (JCV) foi isolado a partir de fragmento do
cérebro de um paciente com linfoma de Hodgkin e leucoencefalopatia
multifocal progressiva por Padgett e colaboradores. Ja o poliomavirus
humano BK foi isolado em 1971 por Gardner e colaboradores a partir da
semeadura da urina de um paciente, submetido a transplante renal, em
cultura de células da linhagem VERO

Poucos sédo os dados sobre os poliomavirus humanos JC e BK em
individuos sadios no mundo e no Brasil. Além disso, as formas de excrecao e
transmissao destes virus ainda nao estao completamente elucidadas.

Este estudo teve como objetivos principais determinar a incidéncia, a
dindmica de excrecao e a caracterizagao genotipica dos poliomavirus JC e
BK em amostras sequenciais de urina de individuos sadios. Como objetivo
secundario, foram analisados filogeneticamente os subtipos dos virus
encontrados.

Foram incluidos 71 individuos de ambos os sexos, com idades
variando entre 21 e 65 anos e destes foram coletadas amostras mensais de
urina durante 6 meses.

Todas as amostras do estudo foram submetidas a um teste de PCR
em tempo real, que amplifica um fragmento do gene que codifica o antigeno
T, e a um PCR convencional que amplifica um fragmento do gene da proteina
VP1 do virus. Ao final do periodo de 6 meses de acompanhamento a
incidéncia de excrecdo urinaria dos poliomavirus JCV e BKV na populagao
estudada foi de 53,52% e 64,79% respectivamente.
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O perfil de excrecédo do JCV mostrou-se continuo em 42% dos casos
intermitente em 8% e esporadico em 50% dos casos. Analisando o perfil de
excrecdo do BKV, em 80% dos casos mostrou-se esporadico, em 17%
intermitente e em 3% dos casos continuo.

Posteriormente, as amostras positivas foram sequenciadas e
analisadas filogeneticamente observando-se que o0s gendtipos mais
prevalentes do JCV foram o 1, subtipo 1B e 3, seguidos dos gendtipos 1,
subtipo 1A e 4. Com relagdo ao BKV, o gendtipo 1, subtipo 1A foi o mais

prevalente, seguido do 4 e do 1, subtipo 1B.

Descritores: Poliomavirus. Excregdo (Urina). Virus JC. Virus BK.

Gendtipos. Imunocompeténcia.



SUMMARY

URBANO, P.R.P. Incidence, genotypic characterization and
determination of the dynamics of excretion of human polyomavirus in
urine samples of healthy individuals. Sdo Paulo: Instituto de Medicina

Tropical de Sdo Paulo da Universidade de Sao Paulo; 2013

The Polyomavirus JC and BK are the most important members of
Polyomaviridae family, genus Orthopolyomavirus, due to their degree of
pathogenicity in humans.

The human polyomavirus JC (JCV) was isolated from a fragment of
the brain of a patient with Hodgkin's lymphoma and progressive multifocal
leukoencephalopathy by Padgett et al. On the other hand the human
polyomavirus BK was also isolated in 1971 by Gardner et al from the urine of
a patient who underwent renal transplantation in VERO cell line.

There are few data on human polyomavirus JC and BK in healthy
individuals on the world and in Brazil. Moreover the forms of excretion and
transmission of these viruses are not yet fully elucidated.
This study aimed to determine the incidence, the dynamics of excretion, and
the molecular characterization of polyomavirus JC and BK in serial samples of
urine of healthy individuals. A secondary objective was to analyze
phylogenetically the subtypes of the viruses found during the study.

Were included 71 patients of both genders, aged from 21 to 65 years-
old. Urine samples were collected every month for six months.

All samples in the study were screened by a real time PCR which
amplifies a fragment of the T antigen gene, and to a conventional PCR that
amplifies a fragment of the gene of VP1 protein of the virus. At the end of 6
months of follow-up, the incidence of urinary excretion of polyomaviruses BKV
and JCV in the study population was 53.52% and 64.79% respectively

The profile of excretion of JCV was continuous in 42% of cases,
intermittent in 8% and sporadic in 50% of cases. The profile of excretion of
BKV was shown to be sporadic in 80% of cases, intermittent in 17% and

continuous in only 3% of cases.



Subsequently, the positive samples were sequenced and analyzed
phylogenetically showing that the more prevalent genotypes were JCV 1,
subtype 1b and 3, followed by genotype 1, subtypes 1a and 4. Regarding the
BKV genotype 1 subtype 1a was the most prevalent, followed by 4 and 1,
subtype 1b.

Descriptors: Polyomavirus. Excretion (Urine). JC Virus. BK Virus.

Genotipes. Imunocompetence.
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1. INTRODUGAO

1.1) HISTORICO

A familia Polyomaviridae € formada por virus que infectam diferentes
espécies animais dentre elas, o homem (Arthur et al., 1989; Randhawa et al.
2002).

Com 25 membros, a familia é dividida em 3 géneros,
Wukipolyomavirus, Avipolyomavirus e Orthopolyomavirus (Johne et al.,
2011).

1.2) OS POLIOMAVIRUS JC E BK

O poliomavirus BK (BKV) foi isolado em 1971 por Gardner e
colaboradores a partir da semeadura da urina de um paciente, submetido a
transplante renal, em cultura de células da linhagem VERO (Gardner et. al.,
1971). Também em 1971, Padgett e colaboradores isolaram o poliomavirus
humano JC (JCV) em células da glia de feto humano a partir de fragmento do
cérebro de um paciente com linfoma de Hodgkin e leucoencefalopatia
multifocal progressiva (LEMP) (Padgett et al., 1971).

Os virus JC e BK s&o os mais importantes integrantes da familia
Polyomaviridae, género Orthopolyomavirus, devido ao seu grau de
patogenicidade no homem. Segundo estudos soroepidemioldgicos,
aproximadamente 85% da populacdo adulta ja foi infectada com os
poliomavirus, mas somente nos pacientes imunocomprometidos eles se

tornam patogénicos (Knowles et. al., 2001; Kean et. al., 2009).
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1.3) OUTROS POLIOMAVIRUS

O poliomavirus SV40, presente em simios, teria sido introduzido
acidentalmente na populacdo humana através de vacinas Salk, e tem sido

associado ao linfoma ndo-Hodgkin (Stratton et al., 2003).

Os poliomavirus WU e KI foram descritos recentemente e séao
encontrados, geralmente, em criangas e jovens com doengas respiratorias.
Contudo, ndo se sabe ao certo o potencial patogénico destes virus (Allander
et al., 2007)

Outro poliomavirus denominado Merkel cell polyomavirus (MCV) tem
como principal caracteristica causar um carcinoma neuroenddcrino agressivo
que atinge as células Merkel em individuos transplantados ou soropositivos
para o HIV ou de idade avangada (Feng et al., 2008; Becker et al., 2009;
Viscidi e Shah, 2009). Aproximadamente 80% das bidpsias positivas para o
carcinoma de células Merkel possui o DNA do MCV (Garneski et al., 2009;
Pulitzer et al., 2009).

O poliomavirus denominado TSV (Trichodysplasia spinulosa-
associated polyomavirus) foi descoberto recentemente (van der Meijden et
al., 2010). Assim como o SV40 possui uma relagdo estreita com primatas
(orangotango de Borneu), ocasionando em individuos transplantados em
tratamento com imunossupressores, uma condicdao cutanea rara, com
eritema facial, e desenvolvimento de papilas foliculares e espinhas (van der
Meijden et al., 2010).

QOutro poliomavirus recém descrito na literatura € o poliomavirus
humano tipo 9, porem pouco se sabe sobre as caracteristicas do virus e seu

potencial patogénico (Moens et al., 2011).
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Utilizando primers degenerados para regiao VP1 dos poliomavirus, 0 0
ultimo poliomavirus descrito, denominado HPyv9, foi encontrado em
amostras de soro de um paciente de transplante renal e até a presente data,
este poliomavirus foi encontrado em amostras de sangue total e urina de
individuos imunocomprometidos (Moens et al., 2011; Scuda et al., 2011) mas

até o momento nao foi associado a doengas no homem.

1.4) ESTRUTURA VIRAL

Quanto a estrutura viral, podemos afirmar que os poliomavirus séo
pequenos virus icosaédricos (~45nm), n&o envelopados, com genoma
composto por dupla fita de DNA circular (~5170pb). Funcionalmente, o
genoma do virus apresenta uma regido chamada de “precoce”, cujos genes
codificam proteinas nao-estruturais denominadas antigeno T grande ou “large
tumor antigen” (Ag-T) e o antigeno T pequeno ou “small tumor antigen” (Ag-t)
(Randhawa et al. 2002).

Outra regido, denominada “tardia”, codifica as proteinas estruturais
VP1, VP2 e VP3 e uma proteina denominada agnoproteina, cuja fungéo
ainda ndo esta totalmente elucidada. Possuem ainda, uma regido nao
codificadora (NCCR) que regula a replicagdo do DNA e a transcrigdo do RNA
(Olsen et. al., 2006) e sua montagem é feita no nucleo celular (Chang et al.,
1992).

Na cepa arquetipica, que é a circulante na populagdo geral, essa
regido € altamente conservada (Moens, 1995). A regido regulatoria
rearranjada, cuja funcdo também estd associada a transcrigdo viral, é

encontrada em cepas patogénicas (Randhawa, 2002).
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1.4.1) ANTIGENO T GRANDE

O Ag-T é uma fosfoproteina nuclear ndo estrutural expressa pelo virus
de grande importancia. Seu gene é codificado em uma regido pouco sujeita a
variagao genética nos poliomavirus JC e BK (Arthur et al., 1989; Dyson et al.,
1990) e por essa razéo, tem sido a regidao amplificada para fins diagndsticos
(Kalvatchev et. al. 2008; Fink et. al. 2006; Domingues et. al. 2007). E a

primeira proteina a ser expressa pelo virus apés sua entrada na célula.

Dentre as diversas fungdes dessa proteina, esta o estabelecimento e
manutengdo da transformacado celular, levando em algumas situagdes a

imortalizagao da célula (oncogénese) (Fishman JA., 2002).

1.4.2) ANTIGENO T PEQUENO

O antigeno t-pequeno (Ag-t) ainda ndo tem sua fungédo totalmente
conhecida no ciclo dos poliomavirus JC e BK, porem sabe-se que ela auxilia
a progressao do ciclo celular e ajuda a indugéo da fase S celular junto com o
Ag-T (Mulane et al., 1998; Pallas et al., 1990).

Em estudos realizados com o SV40, sabe-se que o Ag-t tem a
capacidade de se ligar a proteina fosfatase 2A (PP2A), inibindo a sua fungéo.
Isto resulta numa cascata de transdugao do sinal que estimula o crescimento
celular. O Ag-t pode ser importante na preparagédo do ambiente celular para
uma replicacdo eficiente (Pallas et al., 1990). Também foi observado em
estudos in vitro com o SV40 que o ciclo de vida do poliomavirus ocorre na
auséncia do Ag-t. No entanto, in vivo, especula-se que poderia ter alguma

funcéo litica, sendo esta, entretanto, ainda desconhecida (Seif et al., 1979).
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1.4.3) PROTEINA VP1

A proteina VP1 do capsideo viral esta exposta na face externa do virus
sendo codificada por um gene homénimo, que mede aproximadamente 1000
pares de base e é sintetizada na regido tardia do virus (Nishimoto et al.,
2006; Luo et. al., 2008). Essa proteina contém epitopos de indugédo e

reconhecimento de anticorpos.

Sendo a maior proteina estrutural do virus, ela interage com os
receptores celulares e permite a entrada do virus do meio exdégeno para o
interior da célula (revisado por Hilton e Tong, 2008). A regido codificadora da
proteina de membrana VP1 possui consideravel heterogeneidade genética

distinguindo assim subtipos dos gendtipos dos poliomavirus JC e BK.

1.4.4) PROTEINAS VP2 E VP3

As proteinas estruturais denominadas VP2 e VP3 fazem parte da
capside viral e formam complexos com a proteina VP1 através da regiao C-
terminal permitido assim, apds a translocacéo para o nucleo, a conclusido da

montagem viral (Chang et al., 1992; Barouch and Harrison, 1994).

1.4.5) REGIAO DE CONTROLE TRANSCRICIONAL

A regido de controle ndo codificante (NCCR) também é conhecida por
regido de controle transcricional (TCR) ou ainda como regidao reguladora
(RR). Esta regiao é altamente variavel em diversos sitios, talvez devido a

rearranjos genéticos como resultado da adaptagcao a diferentes ambientes de
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replicacao viral ocasionando assim aumento da replicacao viral e intimamente

associado com patologias (Seif et al., 1979; Gosert R. Et al., 2008).

Provavelmente essa diversidade confere uma vantagem seletiva para
0 virus no hospedeiro, permitindo replicagao e transcricdo mais eficientes do
genoma viral (Gosert et al., 2008). Em estudos realizados in vitro foram
encontradas algumas mutagdes, delegbes e duplicagdes nas regides de
ligacdo de fatores de transcricdo. Estas variagdes alteram o funcionamento
normal do promotor e do enhancer, influenciando desta forma a replicagao
(Johnsen et al., 1995).

Com base na estrutura da sequéncia regulatoria, duas formas dos
poliomavirus com diferentes propriedades biolégicas, sdo conhecidas: a
forma arquetipica e a forma rearranjada (Yogo et al 1990, Ciappi et al 1999).
A forma arquetipica apresenta-se altamente conservada, basicamente em
individuos sadios. Ja a forma rearranjada é encontrada em individuos
imunocomprometidos apresentando pequenas variagcdes de nucleotideos,
consistindo em uma sequéncia de 98 pares de bases, com uma insercao de
23 pares de bases ricas em GC e uma segunda insergdo de 66 pares de
bases (Yogo et al 1990, Major et al 1992, Agostini et al 1996)

1.4.6) AGNOPROTEINA

A agnoproteina (proteina tardia) desempenha fungdes reguladoras na

transcricao viral, na traducao e na formagao/maturacédo de novos virus.

A sua presenca resulta no aumento do crescimento celular, quando
esta se liga diretamente a proteina de supressao tumoral (p53), devido a
desregulagéo do ciclo celular (acumulo de células na fase G2/M) (Darbinyan
et al., 2002).

A agnoproteina também interage com o AgT (proteina precoce),
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influenciando assim a replicagdo e transcricdio do DNA viral, e inibe a
reparagao do DNA celular se por ventura, sofreu algum tipo de dano (Safak et
al., 2001; Darbinyan et al., 2004).

Em estudos realizados com o SV40, a regido codificadora para a
agnoproteina foi retirada e verificou-se que o virus replicava o seu DNA,
sugerindo assim, que esta proteina ndo € necessaria para replicagéo viral
(Resnick and Shenk, 1986).

1.5) EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DOS  POLIOMAVIRUS:
DISTRIBUIGAO DOS GENOTIPOS E SUBTIPOS

Com base no sequenciamento genémico da regidao da proteina VP1
dos poliomavirus estudados sao identificados, hoje, 4 gendtipos e diversos
subtipos do virus BK com distribuigdo geogréfica caracteristica: o gendétipo 1
€ o mais comumente encontrado no mundo (prevaléncia de
aproximadamente 62%) (Zheng et. al. 2007; Luo et. al., 2008).

Os subtipos do gendtipo 1 variam de acordo com a regido geografica,
sendo o subtipo 1A 0 mais comumente encontrado no continente Africano, o
subtipo 1-B1 no sudeste asiatico, o subtipo 1-B2 na Europa e Oeste da Asia e
o subtipo 1C no Japao (Krumbholz et. al., 2008; Luo et. al. 2008; Takasaka
et. al. 2004; Zheng et. al. 2007; Zhong et. al. 2009).

Trés outros gendtipos do poliomavirus BK foram caracterizados. O
gendtipo 4, apresenta prevaléncias que variam de 12 a 54% (Luo et. al.,
2008). E dividido em 6 subtipos (a1, a2, b1, b2 c1 e c2), todos com
prevaléncia maior na Asia e Europa (Nishimoto et. al., 2007; Zhong et. al.,

2009). Porem, ainda ha controvérsias sobre essa diviséo.

No Japéo, segundo estudos realizados em receptores de transplante

renal e medula 6ssea, o gendtipo mais comumente encontrados foi o 1
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(subtipo 1C), seguido dos gendtipos 4 e 3 respectivamente (Takasaka et. al
2004; Yogo et. al. 2007)

Outro estudo, realizado em hospitais de Londres por Jin e
colaboradores em 40 gestantes, onde 19 (47%) apresentaram positividade
para o BKV, o gendtipo 1 foi o mais prevalente (15 amostras), seguido pela

co-infecgao pelos gendtipos 1 e 3 (4 amostras) (Jin et. al., 1995).

Os gendtipos 2 e 3 sdo os mais raramente encontrados, e, até a
presente data, nenhum relato indica a origem desses gendtipos (Nishimoto et
al., 2006; Ikegaya et al., 2007; Yogo et al. 2007). Apés analise filogenética de
amostras publicadas no GenBank, Luo e colaboradores concluiram que a
frequéncia desses gendtipos varia de 0-9% nos continentes onde esse tipo

de estudo foi realizado (Africa, Asia e Europa) (Luo et. al. 2008).

O gendtipo 4 € o mais prevalente na China e na Mongdlia segundo
Zheng e colaboradores em estudos com individuos normais e Luo e
colaboradores em estudos de analises filogenéticas com amostras publicadas

no GenBank por outros pesquisadores (Zheng et. al. 2007; Luo et. al., 2008)

Através de analises filogenéticas de 53 amostras de BKV, Nishimoto e
colaboradores sugerem que o gendtipo 4 é originario do leste asiatico
(Monggdlia, noroeste, sudoeste e sudeste da China e Vietham; excluindo o
Japao) (Nishimoto Y, et. al., 2007). Porem nesta regido outros estudos
demonstraram que o gendtipo 1, subtipo 1B-1, € o mais prevalente em
imunocompetentes, seguido do gendtipo 4 (Chen et. al., 2006; Krumbholz et.
al. 2008).

Apenas um estudo investigou a distribuicdo dos diferentes gendtipos
do poliomavirus humano BK na populacio brasileira. Zalona e colaboradores
sequenciaram a regidao da VP1 do BKV em amostras de urina de 51
individuos submetidos a transplante renal, no Rio de Janeiro. O gendtipo 1
representou 96% dos virus excretados nesta populacdo. Apenas 4% das
amostras apresentavam virus do gendtipo 2. Nao foram identificados os

gendtipos 3 e 4 (Zalona et al., 2011).
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O gendtipo 4 é o segundo gendtipo mais prevalente na Europa e
Estado Unidos (Luo et. al., 2008) e o mais comumente encontrado em

pacientes receptores de células tronco-hematopoiéticas (Jin et. al., 1995).

Jin e colaboradores avaliaram a ocorréncia de co-infecgao entre
gendtipos do BKV em individuos saudaveis (gestantes e criangas) e
imunocomprometidos (pacientes HIV positivos e pacientes submetidos a
transplante de medula 6ssea) e observaram que a presenga da co-infecgao
ocorre sempre envolvendo o gendtipo 1, em diferentes combinagbes com os
outros gendtipos. A co-infeccdo nédo foi encontrada em receptores de

transplante de medula déssea (Jin et. al., 1995).

O virus JC, possui 8 gendtipos e diversos subtipos distribuidos
conforme a regiao geografica. O gendtipo 1, com trés subtipos, é encontrado
principalmente em individuos europeus, além de ampla distribuicdo nos
Estados Unidos (Frisque et al., 1983; Agostini et al., 1998; Agostini et al.,
2001). Os principais genétipos encontrados na Asia sdo os genétipos 2 e 7. O
gendtipo 2 é predominante na regido nordeste da Asia, enquanto que o 7 é o
gendtipo mais frequente na regido ao sul da China e sudeste asiatico (Jobes
et al., 1998; Guo et al., 1998).

O gendtipo 3 é caracteristico da Africa oriental (Agostini et al., 1997) e

0 gendtipo 4 € encontrado na regido do Mediterraneo (Agostini et al., 2001).

O gendtipo 5 é formado a partir de um mosaico entre outros dois
gendtipos e foi encontrado apenas uma vez (Agostini et al., 1996; Jobes et
al., 1998; Hatwell & Sharp, 2000).

O gendtipo 6 é representativo das populagbes da regido oeste e
central da Africa (Guo et al., 1996). Finalmente, o genétipo 8 do virus JC, é
identificado em popula¢des da Papua Nova Guiné e Micronésia (Jobes et al.,
2001).

Os habitantes do “Novo Mundo” albergam genétipos caracteristicos de

sua origem em outros continentes. Os afro-americanos, por exemplo,
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excretam o gendtipo 3 e, menos comumente o gendtipo 6, em adigdo a
gendtipos provavelmente introduzidos através do matriménio com individuos

europeus (Chima et al., 2000).

Nao existem, até o momento, estudos demonstrando os subtipos dos
poliomavirus circulantes nas populagdes de individuos sadios da América do

Sul, Oceania e extremo norte do continente Americano.

1.6) PROPAGAGAO NO HOSPEDEIRO E LATENCIA

Quanto a infeccdo das células pelos poliomavirus sabe-se que a
proteina VP1 e os receptores com residuos de &acido sialico parecem
desempenhar um papel de suma importancia. O receptor do poliomavirus JC
€ uma glicoproteina resistente a tripsina que contém ligagdes a-2,6 nos
residuos do acido sialico no seu terminal infectando assim células humanas
da glia; recentemente demonstraram que a serotonina 5HT2A também pode

ser um receptor para o JCV (Seganti et al., 1981; Elphick et al., 2004).

Para o BKV, pensa-se que os receptores sdo gangliosideos e foram
isolados de eritrocitos humanos do tipo O e de células Vero. Sabe-se que o
processo de aglutinagdo do BKV nos eritrocitos humanos € sensivel a
digestdo por neuraminidase (cliva residuos de acido sialico). A remogao
enzimatica do acido sialico dos receptores € o suficiente para inibir a infeccéo
in vitro das células Vero por BKV. (Sinibaldi et al., 1990).

Apdés a infecgdo primaria, os poliomavirus disseminam-se pelo corpo
através da corrente sanguinea (Dorries et al., 1994) e provavelmente persiste
no trato geniturinario, cortex e medula renais, células uroteliais e prostata,
entre outros potenciais sitios de replicagao (Hirsch et al., 2003) pois pode ser
detectado na urina de individuos saudaveis (Polo et al., 2004; Rodriguez et
al., 2007; Bialasiewicz et al., 2009) bem como em pacientes com

leucoencefalopatia multifocal progressiva, individuos submetidos a
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transplante de 6rgaos (Daniel et al., 1996) e ainda alguns autores detectaram
a presencga dos virus em plasma de pacientes submetidos a transplante

renal, em que a biopsia era negativa para BKV (Randhawa et al., 2004).

1.7) FORMAS DE TRANSMISSAO DO VIRUS E PROPAGAGAO NO
HOSPEDEIRO

Os mecanismos de transmissdo e propagag¢ao dos poliomavirus e a
sua interacdo com as ceélulas hospedeiras sdo pouco conhecidas. A
transmissao tanto do BKV quanto do JCV ocorre apenas entre os humanos e
nao existe nenhuma evidéncia da existéncia de um reservatorio animal
(Padgett and Walker, 1973).

O JCV, infecta cerca de 70% da populacdo humana, podendo o virus
ser encontrado principalmente na urina e no sangue, conforme estudos de
Bialasiewicz e colaboradores, que detectaram mais poliomavirus em urina e
sangue do que aspirado nasofaringeo, lavado bronco alveolar, liquor ou fezes
(Bialasiewicz et al., 2009) e Gallia e colaboradores detectando poliomavirus
em diversos tipos de células no sangue, inclusive em células do sistema
imune, demonstrando os linfécitos como alvo do virus JC (Gallia et al., 1997)
e em glandulas salivares (Jeffers et al, 2009), Outros estudos ja detectaram
os poliomavirus presentes em fezes (Vanchiere et al., 2005; Vanchiere et al.,

2009), e lavado nasofaringeo (Sundsfjord et al., 1994) entre outros fluidos.

Poucos sdo os estudos sobre transmissdo vertical e seus efeitos,

portanto ainda ndo ha ainda um consenso sobre esse assunto.

Pietropaulo e colaboradores realizaram um estudo com placentas e
fetos que haviam sofrido algum tipo de aborto e detectaram o BKV em
algumas amostras (Pietropaolo et al., 1998). Muitos estudos demonstraram
presenga de anticorpos anti-poliomavirus em gestantes, mas ndo existem

estudos pesquisando o poliomavirus em secre¢des genitais das gestantes ou
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em leite materno. (Knowles A. 2001).

1.8) QUADROS CLINICOS ASSOCIADOS AOS POLIOMAVIRUS JC E BK

A maioria das infecgbes primarias pelo poliomavirus é assintomatica e
ocorre na infancia (Krumbholz et al., 2008). Contudo, em criangas
imunocomprometidas, a infec¢ao primaria pelo BKV pode desencadear cistite
ou nefrite (Milokanis et al., 2001).

Em individuos imunocomprometidos a reativacdo do virus é frequente
e tem sido documentada pela excrecdo assintomatica na urina. Alguns
estudos demonstram que a prevaléncia de excregdo urinaria dos
poliomavirus variou entre 20-90% em pacientes receptores de transplantes
(renal e medula 6ssea) e entre 16—67% em individuos com HIV (Arthur RR.,
1988; Arthur et al., 1989).

Em condi¢des de imunidade reduzida, como a gravidez (Kalvatchev et
al., 2008), infeccdo por HIV (virus da imunodeficiéncia humana) (Cinque et
al., 2009; Kinnaird et al., 2010), diabetes (Dorries K., 1996) e em alguns
casos de transplante de érgéaos, (Kusne et al., 2012; Liaw et al., 2012) pode

ocorrer a reativacdo dos poliomavirus JC e BK, causando doenca.

As doencas mais comumente causadas pelo poliomavirus BK em
pacientes imunocomprometidos sdo cistite hemorragica e hematuria em
receptores de células tronco-hematopoiéticas e estenose uretral e nefrite
intersticial nos transplantados renais, estas ultimas associadas a perda
precoce do enxerto renal (14% a >80%) (Rajpoot et al., 2007; Cabello et al.,
2008; Hilton et al., 2008).

O poliomavirus humano JC é o agente etiolégico da LEMP, doenca
caracterizada por doenca desmielinizante adquirida do sistema nervoso

central, resultante da infeccdo litica e destruicdo dos oligodendrdcitos, e
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perda dos detalhes nucleares e hiperplasia dos astrocitos que se apresentam
como células gigantes de aspecto atipico, semelhantes a células neoplasicas
(Padgett et al., 1971; Major et al., 1992).

1.9) ASSOCIAGAO ENTRE GENOTIPOS E SUBTIPOS DOS
POLIOMAVIRUS E PATOGENIA

Atualmente, nao existe qualquer informagcdo sobre eventuais
diferengcas patogenéticas dos gendtipos do virus BK. Entretanto, a
associagao entre diferentes gendtipos, doenca e resposta a terapéutica foi
demonstrada em outros virus. Diversos gendtipos do poliomavirus humano
JC, por exemplo, foram associados a patogénese da leucoencefalopatia
multifocal progressiva. Estudos realizados na Europa e Estados Unidos
encontraram associagao entre os gendtipos 1 e 2 com LEMP (Agostini et al.
1998; Dubois et al. 1997, 2001; Ferrante et al. 2003 ; Delbue et al. 2009).

Uma pesquisa realizada em uma populagdo com aids e LEMP em Sao
Paulo demonstrou forte associagédo entre os gendtipos 1 e 2 com a doenga.
Por outro lado, o gendtipo 3 foi inversamente associado a LEMP (Fink et al,
2010).

Outro virus cujos gendtipos apresentam grande relevancia clinica € o
virus da hepatite C (HCV). Diversos estudos correlacionaram o gendtipo do
virus da hepatite C a gravidade do quadro clinico (Lopez-Labrador et al.
1997, Benvegnu et al. 2003 Pang et al. 2009, Chakravarti et al. 2011). A
resposta a terapéutica também pode ser influenciada por diferentes
gendtipos. De acordo com Hino et al, o gendtipo Il apresentou melhor
resposta ao tratamento com interferon (85%), enquanto que nos outros

gendtipos a resposta variou entre 40 e 70% (Hino et al, 1994).
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1.10) ESTUDOS SOROEPIDEMIOLOGICOS E PREVALENCIA

Estudos soroepidemioldgicos indicam que aproximadamente 70% da
populacdo humana é infectada com o poliomavirus humano JC, sem
associagao com qualquer quadro clinico. (Gardner et al 1973, Brown et al
1975, Flaegstad et al 1991).

Diversos estudos demonstraram que grande parcela da populagao
humana foi exposta ao BKV na infancia, sendo encontrados anticorpos anti-
BKV com taxas que podem chegar a 50% nas criangas inumocompetentes de
até 4 anos e até 82% na idade adulta, (Jin et. al., 1995; Milokanis et al.,
2001; Kean et. al., 2009; Egli et. al., 2009; Kean et. al., 2009).

1.11) EXCREGAO URINARIA DOS POLIOMAVIRUS

A investigacdo de excrecdo dos poliomavirus pode ser realizada
através de técnicas moleculares. A técnica mais utilizada € a reagdo em
cadeia por polimerase , através da amplificagdo de diferentes regides dos
virus. (Zhong et. al., 2009; Tanaka et. al., 2009; Kalvatchev et. al., 2008;
Yogo et. al., 2007; Jin et. al., 1995).

Poucos sdo os estudos que investigam a excregao urinaria dos
poliomavirus na populagdo imunocompetente, e informagdes sobre a
prevaléncia e padrbes de excregado na populagado imunocompetente ao longo

do tempo sao escassas.

Um estudo realizado em Portugal por Rodrigues e colaboradores em
498 amostras de urina de individuos saudaveis, detectou através de PCR

seguida de clivagem enzimatica 9 (1,8%) amostras positivas para o BKV.
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Dentre as positivas, 7 eram provenientes de individuos do sexo masculino
(Rodrigues et. al., 2007).

Em estudo prospectivo realizado por Polo e colaboradores foram
coletadas 280 amostras de urina de 66 individuos saudaveis (51 adultos e 15
criancas. A PCR realizada para os 3 poliomavirus estudados (JCV, BKV e
SV40) demonstrou a prevaléncia em adultos, para qualquer poliomavirus, de
62,7%, sendo 41,2% das amostras positivas para JCV, 15,7% para BKV e
5,9% para ambos. Ja nas amostras de criangas, 13,2% foram positivas para
poliomavirus (6,6% positivos para JCV e 6,6% positivos para BKV). Nenhuma

amostra, nos dois grupos estudados, foi positiva para SV40.

Bialasiewicz e colaboradores investigaram a ocorréncia dos
poliomavirus JC, BK, WU e Kl em amostras de individuos adultos
imunocompetentes de diferentes idades (sangue, urina, fezes e aspirado
nasofaringeo). As amostras foram submetidas a uma duplex PCR em tempo
real. O BKV foi encontrado em 3% das amostras de sangue, 1% de amostras
de urina mas nao foi encontrado em aspirado de nasofaringe e fezes. Ja o
virus JC foi encontrado em , 14% das amostras de urina e em 1,8% de
amostras de fezes, enquanto que as amostras de sangue foram negativas.
Esses resultados demonstram que os poliomavirus JC e BK podem ser

achados em diversos fluidos corporeos. (Bialasiewicz et. al. 2009).

1.12) PERFIL DE EXCREGAO

Somente dois estudos contem informacdes sobre a excrecdo dos
poliomavirus JC e BK. Polo e colaboradores com uma casuistica de 51
individuos adultos, apresentando aproximadamente 41% de positividade para
0 JCV e 16% para o BKV e 6% de co-infec¢éo, concluiu que, em geral, o JCV
possui excregao continua e o BKV excregao esporadica (Polo et al., 2004).

Estudo mais recente, buscando amostras positivas para poliomavirus
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humanos JC, foi realizado por Rossi e colaboradores com uma casuistica de
17 individuos de origem italiana, totalizando 333 amostras coletadas durante
o periodo de 3 meses, (Rossi et al., 2007). Esses achados sugerem, assim
como no estudo de Polo, que os individuos positivos excretores do virus JC o

fazem de forma continua.

1.13) EXCREGAO DOS POLIOMAVIRUS: IMPLICACOES
EPIDEMIOLOGICAS

Os individuos saudaveis, que reativam a infeccao latente e passam a
excretar o virus, podem disseminar o virus ndo apenas pela urina, mas
também através do sémen, transfusdo de componentes sanguineos e
transplante de 6rgéos, especialmente renal. Embora se saiba que é através
da urina que ocorre mais frequentemente a excre¢ao dos poliomavirus, ainda
ndo se sabe se os individuos excretores o fazem de forma continua ou
intermitente. Além disso, devido ao possivel papel patogénico dos
poliomavirus no homem e da eventual associacéo de determinados gendtipos
com maior viruléncia, ha interesse em saber se os gendtipos que circulam em
individuos saudaveis, assintomaticos, sdo os mesmos que causam doenca

em pacientes imunocomprometidos.
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JUSTIFICATIVA
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2) JUSTIFICATIVA:

Os poliomavirus estdo presentes ndo s6 em pacientes infectados pelo
HIV ou em receptores de transplantes de 6rgaos, mas também em individuos

saudaveis.

Sua forma de transmissao, bem como os gendétipos que circulam no

Brasil. ainda ndo sdo bem conhecidosa

Os individuos saudaveis, que reativam infecgao latente e passam a
excretar o virus, podem constituir uma fonte de disseminagdo Vviral,
principalmente através da urina. Entretanto, ainda ndo se tem conhecimento
sobre o perfil de excregao dos poliomavirus nessa populagdo. Desta forma,
seria importante avaliar a prevaléncia e a dindmica da excre¢ao do virus

coletando varias amostras, em diferentes periodos.

Esta informagdo pode ser relevante em algumas circunstancias em
que seria recomendado controlar a transmissao do virus como, por exemplo,

em unidades de transplante renal.

Além disso, ainda ndo se sabe se existe alguma associagdo entre
determinado gendtipo dos poliomavirus e a patogénese de doengas em
pacientes imunocomprometidos. Contudo, como os gendtipos que ocorrem
em receptores de transplantes e em outros pacientes imunodeprimidos
podem refletir os gendtipos que ocorrem na comunidade, existe interesse em
conhecer o perfil genotipico dos poliomavirus encontrados na populagao
imunocompetente.Esta informacdo € muito importante para estudos
comparativos com receptores de transplante e outros pacientes

imunocomprometidos.

Como a distribuicdo dos gendtipos dos poliomavirus varia nos
diferentes continentes, o conhecimento do perfil genotipico dos poliomavirus

encontrados na populacao imunocompetente em nosso meio serviria como
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base para comparagdes futuras com a distribuicdo dos gendétipos encontrada
nos diferentes grupos de pacientes imunodeprimidos. Esta comparacao
poderia contribuir para esclarecer a existéncia de rotas de aquisigao
preferenciais para certos gendtipos em determinados grupos de pacientes,

bem como sugerir eventuais associagdes entre gendtipos e adoecimento.

Tendo em vista que ainda nao existem dados nacionais sobre a
frequéncia de reativacado e dindmica de excrec¢ao urinaria dos poliomavirus
bem como sua caracterizagdo genotipica na populagao imunocompetente, o
presente estudo terd como desafio cientifico obter esses dados. Tais
informagdes serdo determinantes para melhor conhecimento dos virus

circulante na populagéo.
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3) OBJETIVOS:

3.1) OBJETIVO PRINCIPAL

Determinar a incidéncia, a dinamica de excre¢cao e os gendtipos dos
poliomavirus JC e BK excretados através da urina, em individuos

assintomaticos

3.2) OBJETIVO SECUNDARIO

Analisar filogeneticamente os gendtipos e subtipos dos poliomavirus

JC e BK presentes nos individuos estudados.
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4) CASUISTICA E METODOS

4.1) DESENHO DO ESTUDO:

Estudo de coorte, prospectivo, para determinar a incidéncia da
excrecado urinaria dos poliomavirus humanos JC e BK num periodo de 6
meses em individuos imunocompetentes trabalhadores do quadrilatero da

saude / USP de ambos os sexos com idade entre 18 e 65 anos.

4.2) CALCULO AMOSTRAL

O numero de amostras foi calculado com base em outros artigos
publicados sobre o tema, onde a prevaléncia média de excrecao urinaria do
BK virus em imunocompetentes € de 15%, sendo de 7% o pior resultado

aceitavel com intervalo de confianga de 95%.

Estimando-se uma perda de 10-20% dos individuos até o final do

estudo, o N determinado foi de 71 individuos.

Essa base de calculo estatistico foi feita sobre os dados do BKV, pois
a incidéncia do JCV é muito superior, o que levaria um numero amostral mais

baixo.

Todos os individuos foram incluidos no estudo por conveniéncia.

4.3) CRITERIOS DE INCLUSAO
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Foram incluidos individuos com idade entre 18 e 65 anos, de ambos
0S sexos que nao apresentem no momento da coleta histérico de doenca
cronica ou imunodepressora e nao estejam fazendo uso de nenhum tipo de

medicamento de uso continuo.

4.4) CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos do estudo individuos que relatem febre ou sintomas
de doenga aguda no momento da coleta, individuos com doengas cronicas,
imunocomprometidos, menores de 18 anos e maiores de 65 anos ou que

estejam fazendo uso continuo de medicamentos.

4.5) ESTRATEGIAS DE RECRUTAMENTO E RETENGAO DOS
VOLUNTARIOS

Todos os voluntarios recrutados foram selecionados dentre os
docentes, funcionarios, alunos e estagiarios do quadrilatero da saude da
USP, que tenham um vinculo permanente ou, no caso de alunos e
estagiarios, vinculos com tempo igual ou superior a 6 meses no momento da
inclusdo no estudo. O vinculo permanente garante a reten¢do dos voluntarios

durante o tempo da pesquisa.

Nenhum dos individuos do estudo obteve vantagem sobre qualquer
servigo relacionado ao laboratério de virologia, resultados de exames ou

qualquer tipo de vantagem na instituicdo durante o estudo.
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4.6) ASPECTOS ETICOS

O projeto foi aprovado pelos Comités de Etica das instituicdes
envolvidas (anexos 1 e 2). Foi mantido o sigilo em relacé&o a identidade dos
pacientes e resultados dos testes. Todos os individuos participantes
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (T.C.L.E.) (anexo 3)

na entrada do estudo.

4.7) AMOSTRAS

Dos individuos incluidos, foram coletadas 6 amostras de urina, sendo
a primeira na entrada do estudo e as demais amostras com intervalos
mensais (2, 3, 4, 5 e 6 meses apos a entrada). As amostras foram coletadas
entre Julho 2010 e Novembro de 2011.

4.7.1) PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

Aproximadamente 10mL de urina dos individuos selecionados foram
aliquotadas em microtubos eppendorf com volume de 200 uyL e armazenadas

em freezer -20°C.

Depois de realizadas as aliquotas, as amostras foram submetidas a
extracdo de DNA utilizando o kit Qiamp DNA Mini Kit (QIAGEN®), conforme

instrugdes do fabricante.
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4.8) PCR EM TEMPO REAL

A tecnologia de PCR em Tempo Real (QPCR) possibilita a detecgao do
produto de amplificacdo a medida que vai sendo formado, ao contrario do

método original.

Este sistema informa se esta ocorrendo amplificagdo da molécula alvo
(separacéao de fluoréforo-quencher) e quantifica esta amplificagdo baseando-
se em uma curva pré-estabelecida, uma vez que o software do sistema

correlaciona a intensidade do sinal com a quantidade de amplificado formado.

O protocolo escolhido para a reacdo de PCR em tempo real foi
descrito por Pal e colaboradores que utilizou primers e sondas especificas
para o gene que codifica o Ag-T dos poliomavirus JC e BK originando um
fragmento de 80pb (tabela 1) (Pal et al., 2006).

A sonda de ambas as reagbes foi marcada com FAM (6-
carboxyfluorescein) como reporter na porgéo terminal 5° e com TAMRA (6-

carboxy-tetramethylrhodamine) como quencher na porgao 3°.

Tabela 1: Oligonucleotideos e sonda responsaveis pela amplificacéo

dos fragmentos no sistema de qPCR.

Sequencia
Forward 5 GAAACTGAAGACTCTGGACATGGA 3’
Reverse 5GGCTGAAGTATCTGAGACT TGGG 3
Sonda JCV AGGATCCCAACACTCTACCCCACCTAAAAAGA
Sonda BKV CAAGCACTGAATCCCAATCACAATGCTC
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A reacao final foi preparada com 12,5 pl de “TagMan Universal PCR
Master Mix (2X)” (Applied Biosystems®), 0,5 pl de cada primer (10uM), 0,54l
da sonda (5uM) e 6pl de agua DEPC. Os parametros da reagédo foram de 2
minutos a 50°C, 10 minutos a 95°C, seguidos de 45 ciclos (15 segundos a
95°C e 1 minuto a 60°C), submetidos em equipamento ABI 7300 (Applied
Systems®).

A sensibilidade desse teste é de aproximadamente 6.000 cépias/mL de

deteccgao para o JCV e de aproximadamente 1.000 cépias/mL para o BKV.

4.9) REAGAO DE AMPLIFICAGAO DE VP1

Todas as amostras de DNA dos individuos imunocompetentes foram
submetidas a PCR para genotipagem utilizando oligonucleotideos especificos
da regido VP1 dos poliomavirus JC e BK onde ocorre a amplificacdo de um
fragmento de 215 pb para amostras positivas para JC (figura 1) e 353 pb para
amostras positivas para o BK (figura 2). (Agostini et al., 1997; Krumbholz el
al., 2006). Esse fragmento de DNA fornece mais de 15 sitios de tipagem para
diferenciagcao dos oito gendtipos do JCV e quatro gendtipos do BKV e seus

diferentes subtipos.
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PAM POS POS NVEG

215 pb

Figura 1: Gel com produto amplificado da regidao VP1 do JCV

M. <NEG al@S @S

353 pb

Figura 2: Gel com produto amplificado da regidao VP1 do BKV

A amplificacédo foi realizada em termociclador Eppendorf®, com os
parametros de amplificacdo descritos por Schaffer et al. para o virus JC e por
Krumbholz et al. para o virus BK. Os parametros utilizados para as reacdes
foram: 95°C por um minuto, 57°C por um minuto e 72°C por um minuto,
repetidos por 35 ciclos para o virus JC (Schaffer et al., 2006). Para o virus
BK, 94°C por trinta segundos, 55°C por cinquenta segundos e 72°C por um

minuto, repetidos por 35 ciclos (Krumbholz et al.,, 2006), ambos com
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temperatura de 72°C para extenséo final durante sete minutos.

Para melhor desenvolvimento do teste, em ambos ensaios de PCR as

ciclagens foram modificadas para 45 ciclos de amplificagao.

As concentragcbes dos reagentes utilizados para ambas as PCRs
foram: tampao 10X (50 mM de KCI, 10 mM de tris), desoxirribonucleotideo
Trifosfato (dNTPs) 200 uM, primer 0,5 yM cada, Cloreto de Magnésio
(MgCl2) 1,5 mM, Taq polimerase 2,5 U/ reagao (FINK et al., 2006) com as

seguintes modificagdes: adigdo de 2,5ug/mL de CresolRed e glicerol a 57%.

O (dlicerol foi empregado como adjuvante para aumentar a

amplificagdo de regides ricas em Guanina-Citosina (Chou et al., 1992).

O CresolRed foi empregado como corante adicionado a mistura de

PCR, para facilitar a aplicagcdo em gel de agarose (Hoppe et al., 1992).

Aliquotas dos produtos de PCR foram submetidas a reacdao de
eletroforese em gel de agarose 2% + 0,1uL/mL de SYBR Safe® (Invitrogen)
para corar os amplicons resultantes da reagcdao de PCR e posterior foto-
documentacdo através do transiluminador de Iluz ultra violeta com

comprimento de onda de 312nm para revelacéao.

Tabela 2. Primers utilizados para a amplificacio do DNA dos

poliomavirus JC e BK, com respectivas sequéncias e regidao amplificada.

PRIMERS | RREGIAO SEQUENCIA REFERENCIA
BKV-1 VP1 - BKV |GAAGTTCTAGAAGTTAAAACTGGG Krumbholz et al., 2006
BKV-2 VP1-BKV |GTGGAAATTACTGCCTTGAATAGG Krumbholz et al., 2006
JLP-15 VP1-JCV |ACAGTGTGGCCAGAATTCCACTACC Agostini et at., 1997
JLP-16 VP1-JCV | TAAAGCCTCCCCCCCAACAGAAA Agostini et at., 1997




49

4.10) PURIFICAGAO E QUANTIFICAGAO DAS AMOSTRAS POSITIVAS

A purificagdo dos produtos amplificados foi feita com a utilizacdo de
colunas do kit QIAQuick PCR Amplification Kit (Qiagen®) conforme

instrugdes do fabricante.

Apoés o termino da purificagdo das amostras positivas, uma
eletroforese em gel de agarose 1,5% contendo 0,5 uL /mL de brometo de
etideo em tampao Tris-Acetato-EDTA (TAE) (1X), foi realizada para uma
semi quantificagdo do produto amplificado utilizando como marcador o Low
DNA Mass Ladder (Gibco®).

Aproximadamente 30ng de produto amplificado foram adicionados a
um microtubo eppendorf contendo o mix para sequenciamento com o0s
seguintes reagentes e suas quantidades: 1 yM de primer, 4.4uL de Mix Save
Money (Applied Biosystems Incorporation), e 2 uL de Mix Big Dye Terminator

5x sequencing buffer (Applied Biosystems Incorporation®).

A extensdo enzimatica foi realizada em termociclador Eppendorf com
a seguinte ciclagem: 25 ciclos de 96°C por 10 seg. para denaturagdo do DNA
molde, 50°C por 5 seg., para anelamento doa oligonucleotideos e 60°C por 4

min. para a extensao.

O produto obtido foi novamente purificado visando a remocédo de
excesso de dideoxinucleotideos “terminadores” presentes na reacao, através
do método de precipitagdo com isopropanol a 75%, seguido de lavagem com
etanol a 80%. As amostras foram, entdo, ressupensas em loading buffer ja

em placas de sequenciamento.

4.11) SEQUENCIAMENTO DOS PRODUTOS DE PCR



50

Os produtos de PCR, purificados, foram diretamente sequenciados,
utilizando o mesmo par de primers empregado na reagado de amplificacado
(JLP15/16 para o JCV e BKV1/2 para o BKV).

Para reacdo, os produtos da purificagdo foram adicionados a um
mistura contendo 4ul de Ready Reaction Premix 2.5X, 2 pl de BigDye
Sequencing (Applied Biosystems®), 3,2 pmol de cada oligonucleotideo e
agua para completar o volume final de 20ul por amostra. Apos a reacéo de
sequenciamento, ocorre a remog¢ao dos terminadores, que consistiu em uma
lavagem com isopropanol 75% seguida por outra lavagem com Etanol 75%.
Os produtos purificados foram ressuspensos em formamida 10% e

submetidos ao aparelho de sequenciamento.

Esse método de sequenciamento utiliza dideoxinucleotideos
marcados com substancias fluorescentes diferentes para cada um deles
(ddA, ddC, ddT, ddG), permitindo a leitura concomitante em um mesmo
sensor do aparelho de sequenciamento automatizado ABI PRISM® 3100

Genetic Analyzer (Applied Biosystems®).

4.12) CLASSIFICAGAO GENOTIPICA E ANALISES FILOGENETICAS

As sequéncias do JCV e BKV amplificadas neste trabalho foram
alinhadas com sequencias obtidas no banco de dados publico GenBank

(www.ncbi.nlm.nih.gov).

Para isso, foi utilizado o programa de alinhamento multiplo ClustalX
(Thompson et al., 1994). O arquivo alinhado foi editado manualmente e
analisado em relacdo a fase de leitura com o auxilio do programa
CodonCode Aligner 4.0.

Os gendtipos dos virus foram determinados através de anélises

filogenéticas das sequéncias da regiao VP1. Utilizando o programa de
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alinhamento ClustalX (Thompson et al., 1997).

O alinhamento, salvo no formato nexus, serviu como entrada para o
programa de reconstrugdes filogenéticas GARLI (Genetic Algorithm for Rapid
Likelihood Inference) (Zwickl D., 2006). Este programa reconstréi arvores
filogenéticas através do método de maxima verossimilhanga, e usa um
algoritmo que otimiza os parametros iniciais do modelo de substituicdo a
cada geragao, permitindo que as topologias a serem geradas sejam
otimizadas a cada geragdo. As arvores foram visualizadas no programa
FigTree v1.3.1.

4.13) CLASSIFICAGCAO DO PERFIL DE EXCREGAO

Foram classificados arbitrariamente como sendo de “excrecdo
continua”, os individuos que apresentaram amostras positivas em 5 ou 6

coletas durante o estudo.

Ja os individuos que apresentaram positividade em 3 ou 4 amostras,

foram classificados como “individuos de excregao intermitente”.

E os individuos que apresentaram positividade em 1 ou 2 amostras,

foram classificados como “individuos de excreg¢ao esporadica”.
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ANALISE ESTATISTICA




53

5) ANALISE ESTATISTICA

O teste T foi realizado para verificar a média, mediana e moda da

idade dos individuos.

A distribuicdo genotipica em amostras de urina e a possivel
associagao entre os individuos positivos e as variaveis sexo, etnia e idade
foram analisada pelo método X2 (qui-quadrado) de Pearson, seguido do teste
de Fisher.

Valores de p<0,05 foram considerados significantes. Todas as

variaveis foram avaliadas através do IBM SPSS® Statistics Base 19.
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RESULTADOS
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6) RESULTADOS

6.1) POPULAGAO

No periodo de Julho de 2010 até Novembro de 2011 foram coletadas
426 amostras de urina provenientes de 71 individuos imunocompetentes,
trabalhadores do quadrilatero da saude (Hospital das Clinicas, Instituto do
Coracao, Instituto de Medicina Tropical — USP e Faculdade de Medicina da

USP) escolhidos por conveniéncia.

Destes 71 individuos, 17 (24%) sao do sexo masculino e 54 (76%) do
sexo feminino. A idade média desses foi de 32 anos entre os individuos do
sexo masculino (mediana de 26 anos) e 34 anos entre os individuos do sexo

feminino (mediana de 29,5 anos).

Tabela 3: Distribuigdo dos individuos segundo sexo e faixa-etaria

Faixa-etéaria Numero de individuos Homens Mulheres
21-30 39 10 29
31-40 10 3 7
41-50 12 3 9
51-60 9 0 9
61-65 1 1 0
Média 32 34,3

Mediana de idade 26 (21-65) 29,5 (21-60)

Quanto a etnia, 54/71 (76%) individuos sédo brancos, 9/71 (13%) sao
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amarelos e 8/71 (11%) sao negros/pardos.

Todos os individuos do estudo realizaram 6 coletas de urina com

intervalo mensal.

N&o ocorreram desisténcias no decorrer do estudo.

6.2) INCIDENCIA E DINAMICA DE EXCRECAO

6.2.1) PREVALENCIA GLOBAL DE POLIOMAVIRUS JC E/OU BK NAS
AMOSTRAS DO ESTUDO.

A prevaléncia global dos poliomavirus no total de amostras colhidas
durante o estudo foi avaliada usando o teste de PCR em tempo real que
amplifica a regido gendmica precoce (AgT) de ambos os poliomavirus. Dentre

as 426 amostras testadas, 170 (40%) foram positivas para JCV e/ou BKV..

6.2.1.1) INCIDENCIA E DINAMICA DE EXCREGAO URINARIA DO
POLIOMAVIRUS HUMANO JC

Dentre os 71 participantes do estudo, 38 (53,52%) excretaram o virus

JC em pelo menos uma das amostras coletadas.

Dentre os 17 individuos masculinos do estudo, 10 (58,8%) excretaram
o JCV em alguma das amostras, e dois individuos (11,75%) foram
persistentemente negativos. Dentre os 10 excretores, 5 (29.4%) excretaram o
virus JC e o virus BK durante o acompanhamento e 5 (29.4%) excretaram

exclusivamente o virus JC.
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Dentre os 54 individuos do sexo feminino, 28 (51,8%) excretaram o
virus JC em pelo menos uma das amostras, e 13 (24%) foram
persistentemente negativas. Dos 54 individuos de sexo feminino 9 (16,6%)

excretaram somente o virus JC durante o acompanhamento.

Investigando a proporgéo de individuos excretores em relagéo a faixa
etaria, observamos que a maior parte dos excretores do poliomavirus
humano JC, encontra-se na faixa-etaria acima de 50 anos (Tabela 4).
Contudo, ndo houve diferenca estatistica na proporcdo de excretores nas
diferentes faixas etarias (P<0.395). A média de idade entre os individuos

positivos para o poliomavirus JC foi de 31,9 anos.

Tabela 4: Distribuicdo de individuos positivos de acordo com a faixa

etaria.

Faixa-etaria
(anos) JCV
21-30 21/39 (53,8%)
31-40 4/10 (40%)
41 -50 6/12 (50%)
51-60 6/9 (67%)
61-70 1/1 (100%)

Investigando a etnia dos individuos positivos para o poliomavirus JC
,encontramos 53% individuos brancos, 62% dos individuos negros/pardos e

45% dos amarelos (Tabela 5).

Tabela 5: Individuos com amostras positivas para o poliomavirus JC



conforme etnia.

JCV TOTAL

Brancos

Amarelos

Negros e Pardo

Total

29/54 (53%)

419 (45%)

5/8 (62%)

Nao houve diferenga estatistica

entre

as etnias
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avaliadas

individualmente (P<0.527), ou quando divididas em brancos e n&o brancos

(p<0,368), amarelos e nao amarelos (p<0,265) e negros e nao negros

(p<0,996)

O perfil de excrecao dos 38 individuos que excretaram o poliomavirus

durante o estudo foi analisado com base no numero de amostras positivas

em relagdo as 6 amostras coletadas por cada individuo (Tabela 6).

Tabela 6 — Distribuicao de individuos que excretaram JCV em relagao

as diferentes propor¢cdes de amostras positivas para o virus JC nas seis

coletas realizadas durante o estudo.

Amostras positivas / amostras coletadas

JCV+ (n=38)

6/6 11/38 (29%)
5/6 5/38 (13%)
4/6 2/38 (5%)
3/6 1/38 (3%)
2/6 0/38 (0%)
1/6 19/38 (50%)
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Nas faixas etarias de 21 a 50 anos a maioria dos individuos
apresentou excrecdo do virus em uma ou duas amostras, enquanto que a
maioria dos individuos com mais de 50 anos excretou o virus em cinco ou

seis amostras (Tabela 7).

Tabela 7: Numero de coletas positivas para poliomavirus JC

observadas em 6 amostras de urina segundo diferentes faixas etarias

Numero de
Faixa-etaria coletas positivas

1-2 3-4 5-6 NEGATIVOS
21-30 11/39 (28,2%) 2/39 (5,1%) 7/39 (17,9%) 19/39 (48,7%)
31-40 4/10 (40%) - 1/10 (10%) 5/10 (50%)
41-50 4/12 (33,3%) - 2/12 (16,7%) 6/12 (50%)
51-60 - 1/9 (11,1%) 5/9 (55,5%) 3/9 (33,3%)

60- - - 1/1 (100%) -

TOTAL 19/38 (47,4%) 3/38 (7,9%) 16/38 (42,1%) 33/71 (46,5%)

6.2.1.2) INCIDENCIA E DINAMICA DE EXCREGAO URINARIA DO
POLIOMAVIRUS HUMANO BK

Dos 71 individuos incluidos no estudo, 46 (64,8%) excretaram o BKV

em pelo menos uma das amostras, durante o acompanhamento de 6 meses.

Dos 17 individuos masculinos do estudo, 10 (58,8%) excretaram o
virus BK, sendo que 5(29,4%) excretaram exclusivamente, enquanto que
dentre os 54 individuos do sexo feminino, 36 (66,6%) excretaram o virus BK

em pelo menos uma amostra.

A proporcéao de individuos que excretaram o BKV em diferentes faixas

etarias pode ser vista na Tabela 8. Nao se observou diferenca estatistica na



60

proporcao de individuos que excretaram o BKV nas diferentes faixas etarias
(P<0.719). A média de idade entre os individuos positivos para o

poliomavirus BK foi de 33,1 anos.

Tabela 8: Numero de individuos com amostras positivas de acordo

com a faixa etaria.

Faixa-etaria BKV
21 -30 25/39 (64,1%)
31-40 8/10 (80%)

41-50 7/12 (58,3%)
51— 60 5/9 (55,55%)
61— 70 1/1 (100%)

Com relagéo a etnia, 68,3% individuos brancos, 17% negros/pardos e

14,6% amarelos excretaram poliomavirus humano BK (Tabela 9).

Tabela 9: Proporcao de individuos que excretaram o poliomavirus BK

em pelo menos uma amostra durante o estudo, conforme etnia.

BKV Etnia

Brancos Amarelos Negros e Pardo
Total | 32/54 (59,26%) | 7/9 (77,7%) 718 (87,5%)

Nao houve diferenga estatistica entre as etnias avaliadas
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individualmente ou quando analisadas individualmente pelo método de Fisher
(P<0.202), ou quando foram divididos em individuos brancos e ndo brancos
(p<0,820), amarelos e nao amarelos (p<0,383) e negros e nao negros
(p<0,153).

O perfil de excregao do poliomavirus BK dentre os 46 individuos que
excretaram o BKV durante o estudo foi analisado com base na distribuicdo

das proporgdes de amostras positivas nas seis coletas (Tabela 10)

Tabela 10 — Distribuicdo de individuos que excretaram BKV segundo
diferentes propor¢cdes de amostras positivas para o virus BK em relacédo as

seis coletas realizadas

Amostras positivas / amostras coletadas BKV (n=46)
6/6 0
5/6 1/46 (2,17%)
4/6 3/46 (6,53%)
3/6 5/46 (10,87%)
2/6 14/46 (30,43%)
1/6 23/46 (50%)

Comparando o perfil de excre¢do com a idade dos individuos positivos,
podemos observar que a quantidade de amostras positivas durante o estudo
ndo varia conforme a idade (Tabela 11). Nao houve diferenca estatistica
entre as faixas etarias (P<0.719). A média de idade entre os individuos

positivos para o poliomavirus BK foi de 33,1 anos.

Tabela 11: Numero de coletas positivas para poliomavirus BK



observadas em 6 amostras de urina segundo diferentes faixas etarias
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Numero de
coletas
Faixa-etaria positivas
1-2 3-4 5-6 NEGATIVOS
21-30 21/39 (53,8%) 3/39 (7,7%) 1/39 (2,5%) | 14/39 (35,9%)
31-40 7/10(70%) 1/10 (10%) - 2/10(20%)
41-50 5/12 (41,6%) 2/12 (16,6%) - 5/12 (41,7%)
51-60 4/9 (44,4%) 1/9 (11,1%) - 4/9(44,4%)
60- - 1/1 (100%) - -
TOTAL 37/46 (80,4%) 8/46 (17,4%) 1/46 (2,2%) | 25/71 (35,2%)

6.2.1.3) INCIDENCIA E DINAMICA DE EXCREGAO URINARIA EM

INDIVIDUOS CO-INFECTADOS

Dentre os 71 individuos do estudo, 26 (36,62%) apresentaram

positividade para os 2 poliomavirus humanos.

Entre os individuos do sexo masculino, 5 (29,41%) apresentaram co-
infeccdo, sendo 1 (20%) em algum momento do estudo enquanto que 4

(80%) excretaram ambos os virus concomitantemente.

Ja entre os individuos do sexo feminino, 21 dentre as 54 (38,88%)
apresentaram co-infecgdo em algum momento do estudo, sendo que 7
(33,33%) excretaram ambos os virus em coletas diferentes obtidas durante o
estudo e 14 (66,66%) apresentaram excregcdo dos dois poliomavirus

concomitantemente em todas as coletas positivas

Com relagado a etnia dos individuos co-infectados, entre as mulheres,
16/21 (76,19%) sado brancas, 4/21 (19,05%) sao negras e 1/21 (4,76%) é
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amarela. Ja entre os homens, 3/5 (60%) sdo brancos e 2/5 (40%) sao

amarelos.

6.3) GENOTIPAGEM E ANALISE FILOGENETICA

Todas as amostras do estudo (426) foram submetidas a duas
diferentes reagcées de PCR para amplificacdo da sequencia alvo do Ag-T do
JCV e do BKV e do gene da proteina VP1 do BKV e do JCV.

O gene VP1 do virus JC foi amplificado em 83,6% (102/122) das
amostras positivas para o gene T do virus JC. No caso do virus BK, apenas
25,4% (31/122) das amostras anteriormente positivas para o gene T do

foram positivas para o gene VP1.

A escolha das amostras a serem sequenciadas foi feita de forma
arbitraria, tendo sido escolhida a primeira amostra positiva para VP1 de cada
individuo. A amostra escolhida foi purificada e submetida a reacdo de
sequenciamento para diferenciar os gendétipos dos poliomavirus JC e BK

através de analises filogenéticas

Foram sequenciadas amostras de 19 individuos positivos para o

poliomavirus BK e 26 individuos positivos para o poliomavirus JC.

Nas amostras positivas para o poliomavirus JC, o gendtipo 1 foi
encontrado em 12/26 (46%) dos casos, sendo o subtipo 1A encontrado em
15,38% (4/26), o subtipo 1B em 30,77% (8/26). O gendtipo 2 foi encontrado
em 3,85% (1/26), o gendtipo 3 em 30,77% (8/26), 0 4 em 15,38% (4/26) e 0 6
em 3,85% (1/26). Nao foi encontrada nenhuma amostra que apresentasse o

gendtipo 5, gendtipo 7 ou gendtipo 8 (Figura 4).
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Figura 3. Arvore filogenética das amostras JCV positivas
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Em relagdo a etnia, observamos que entre os individuos brancos, o

gendtipo 1, subtipo 1B foi o mais prevalente, seguido pelo subtipo 1A e pelo

gendtipo 3. Entre os individuos amarelos, foi observado somente o gendétipo

3. Entre os individuos negros, o gendétipo 3 foi o mais encontrado, seguido

pelo gendtipo 4 (tabela 12).

Tabela 12 — Relagdo de gendtipos e subtipos versus etnia dos individuos

positivos para o poliomavirus JC

Etnia / Gendtipos 1a 1b 2 3 4 6
4/21 8/21 1/21 4/21 3/21 1/21
Brancos (19,1%) (38,1%) (4,8%) (19,1%) (14,3%) (4,8%)
Negros e Pardos - - - 2/3(66,6%) | 1/3 (33,3%) -
Amarelos - - - 2/2 (100%) - -

A distribuicdo dos gendtipos e subtipos do VJC conforme o sexo dos

individuos excretores pode ser vista na Tabela 13.

Tabela 13 — Relagédo dos gendtipos e subtipos do poliomavirus JC conforme

sexo dos individuos excretores.

Gendtipo 12 1b 2 3 4 6 total
2/9 4/9 2/9 1/9
Homens - (22,22%) - (44,45%) | (22,22%) | (11,11%) 9
4/17 6/17 1/17 4/17 2/17
Mulheres | (23,53%) | (35,30%) (5,88%) (23,53%) | (11,76%) - 17
Total 4 8 1 8 4 1 26

Dentre as amostras positivas para a PCR da VP1 do poliomavirus BK,




66

78,96% (15/19) foram caracterizadas como genétipo 1, 10,52% (2/19) como
gendtipo 4 e 5,26% (1/19) como gendtipo 2. Uma amostra 5,26% (1/19)
apresentou os gendtipos 1 € 4 na mesma amostra e nenhuma amostra foi

caracterizada como gendtipo 3, conforme figura 5.

As amostras classificadas como gendtipo 1, foram divididas em
subtipos dos quais 80% (12/15) foram subtipo 1A e 20% (3/15) como 1-B1.

Nenhuma amostra foi caracterizada como 1B-2 e 1C.
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Figura 4. Arvore filogenética das amostras BKV positivas

Correlacionando os resultados obtidos com a etnia dos individuos
positivos para BKV, identificamos como o mais prevalente em todas as etnias

o gendtipo 1, subtipo 1A, seguido pelos subtipo 1B e gendtipo 4 entre os
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individuos brancos, o gendtipo 1, subtipo 1A entre os amarelos, e o genétipo

2 entre os individuos negros (Tabela 14).

A co-infecgdo com 2 gendtipos foi observada no individuo branco.

Tabela 14 — Relagcdo de gendtipos e subtipos versus etnia dos

individuos positivos para o poliomavirus BK

Etnia / Gendtipos 1a 1b 2 4 1e4
11/19 3/19 2/19 1/19
Brancos (57,91%) | (15,79%) - (10,52%) | (5,26%)
1/19
Negros e Pardos - - (5,26%) - -
1/19
Amarelos (5,26%) - - - -

A distribuicdo dos gendtipos e subtipos do BKV segundo o sexo dos

individuos excretores pode ser vista na Tabela 15.

Tabela 15 — Relagdo dos gendtipos e subtipos do poliomavirus BK

conforme sexo dos individuos.

1a 1b 2 4 1-4 total
Homens | 1/4 (25%) | 2/4 (50%) - 1/4 (25%) - 4
11/15 1/15 1/15 1/15 1/15
Mulheres | (73,32%) (6,67%) (6,67%) 6,67%) (6,67%) 15
total 12 3 1 2 1 19

Foram realizados calculos estatisticos para verificar se havia
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correlagdo entre 0 gendtipos e subtipos encontrado e as variaveis sexo e
etnia, porem em nenhum caso houve diferenga estatistica significante, nem

para o BKV nem para o JCV.

Correlacionando o sexo do individuo com o gendtipo do BKYV,
encontramos p<0,304. Quanto a etnia, utilizando o teste qui-quadrado de
Pearson, encontramos p< 0,261 e, utilizando o teste de Fisher, ao dividir a
etnia em brancos e ndo brancos encontramos p< 0,195, amarelos e nao

amarelos p< 0,905 e negros e ndo negros p< 0,064.

Ja para o virus JC, correlacionando o sexo com o0s genotipos e
subtipos encontrados, observamos p< 0,334. Quanto a etnia, utilizando o
teste qui-quadrado de Pearson, encontramos p< 0,261 e, utilizando o teste de
Fisher, ao dividir a etnia em brancos e ndo brancos encontramos p< 0,271,

amarelos e nao amarelos p< 0,717 e negros e nao negros p< 0,999.
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7) DISCUSSAO

O presente estudo teve por objetivo caracterizar a infeccédo pelos
poliomavirus humanos JC e BK em uma populagcdo imunocompetente de Sao
Paulo. Poucos ainda sao os estudos que demonstram a prevaléncia e os
gendtipos circulantes dos poliomavirus nos individuos imunocompetentes no

mundo e tais dados ainda sao inéditos no Brasil.

Neste estudo foram avaliados 71 individuos imunocompetentes, nos
quais encontramos taxas de excrecédo de 53,52% (38/71) para o virus JC e
64,79% (46/71) para o virus BK.

A excrecao urinaria dos poliomavirus JC foi avaliada por alguns outros

estudos realizados em paises da Europa.

Estudo realizado por Pagani e colaboradores revelou a excregao
urinaria do virus JC em 46% da populagao italiana, taxa semelhante as
observadas por Agostini e colaboradores que encontraram taxas de
excrecao de 48% na Espanha, 31% na Alemanha, 42% na Hungria e 39% na
Polénia. No entanto, a maioria das amostras obtidas foi oriunda de pacientes
hospitalizados ou portadores de doencas crénicas como diabetes, por

exemplo.

Por outro lado, estudando populagdes imunocompetentes em Portugal,
Matos e colaboradores encontraram o virus em 38% da populagéo (Matos et
al., 2010) enquanto Rodrigues e colaboradores demonstraram a prevaléncia
de 24% dos individuos estudados (Rodrigues et al., 2007).

Embora trabalhando com individuos higidos, a taxa de excregao
urinaria do virus JC por nés encontrada (53,5%) foi superior as observadas

nestes estudos.

Esta alta taxa de excretores em nosso estudo esta provavelmente

associada a obtencao de varias amostras de cada individuo, diferentemente
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dos outros estudos nos quais apenas uma amostra foi obtida de cada
paciente. Esta hipotese é corroborada pelo fato de que em aproximadamente
50% de nossa casuistica encontramos excrecao intermitente do virus, o que
significa que a coleta da amostra unica pode eventualmente ocorrer num

periodo sem excregao viral.

Polo e colaboradores realizaram um estudo com metodologia
semelhante ao nosso, ja que analisaram individuos imunocompetentes de 25
a 57 anos, com coleta de varias amostras de cada individuo (Polo et al.,
2004). Contudo, a proporgao de individuos excretores encontrada (41%) foi
semelhante aos estudos europeus, sugerindo que além do numero de
amostras outros fatores tais como tamanho da casuistica, a localizacéo
geografica da populagdo estudada, seu background genético, ou ainda os
métodos laboratoriais empregados podem influenciar nas taxas de excrecao

obtidas nos diferentes estudos.

Na casuistica estudada encontramos excrecdo do virus JC
ligeiramente maior em individuos do sexo masculino (59%) do que do sexo
feminino (50%). Esse achado também foi descrito em estudos anteriores de
Rossi e colaboradores na Italia, que obtiveram 53% de positividade em
individuos do sexo masculino e 28% do sexo feminino (Rossi et al., 2007).
Resultados semelhantes foram obtidos por Rodrigues e colaboradores em
Portugal, com excreg¢do do virus JC em 27% dos individuos do sexo

masculino e 19% dos individuos do sexo feminino (Rodrigues et al., 2007).

Uma possivel hipotese para explicar a maior prevaléncia de excregao
no sexo masculino seria o maior numero de linfécitos Treg (FOX P3 positivos)
observado nos homens quando comparado com as mulheres, o que levaria a
um controle imune menor da replicacédo viral (Yamakawa et al., 1996;
Chiaramonte et al., 1996; Chen et al., 1997; Green et al., 1994).

Nas mulheres, a resposta imune parece ser mais acentuada,
explicando assim o fato de serem mais resistentes a infecgdes, por um lado,
mas terem por outro lado maior risco de desenvolver doengas autoimunes
(Shames et al., 2002).
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Resultados discrepantes foram descritos por Matos e colaboradores
que nao observaram diferenga na excrecdo entre os sexos dos individuos
(Matos et al., 2010).

Os resultados obtidos em nosso estudo demonstram altas taxas de

excrecao do poliomavirus JC em todas as faixas etarias

Kmieciak e colaboradores identificaram taxas de excre¢cdao mais
elevadas em individuos sadios com idades acima de 60 anos (63,6%),
sugerindo um aumento de excregdo conforme a idade dos individuos
estudados. (Kmieciak, et al., 2008).

O estudo de Rodrigues e colaboradores com a populagdo portuguesa
em 2007 também concluiu que houve um aumento da prevaléncia da
excrecao urinaria do poliomavirus JC conforme o aumento da idade do grupo
estudado, passando de 15% nos individuos com idade inferior a 25 anos para
37% dos individuos com idade igual ou superior a 56 anos (Rodrigues et al.,
2007).

Outros grupos (Schaffer et al., 2006; Zhong et al., 2007; Egli et al.,
2009) também demonstraram aumento progressivo nas taxas de excregéo do

virus com aumento da faixa etaria.

Apesar de também termos observado no nosso estudo aumento na
proporcao de excretores do JCV nas faixas etarias mais elevadas, passando
de 51% na faixa etaria de 21 a 30 anos para 67% a partir de 50 anos, esta

diferenca nao foi estatisticamente significante (P<0.395).

Quanto aos achados relacionados a analise filogenética das amostras
positivas para o virus JC nosso estudo identificou uma prevaléncia maior do
gendtipo 1, subtipo 1B e do gendtipo 3 (30,77% cada). Esses resultados
eram até certo ponto esperados, ja que nossa populagédo € composta, em
grande parte, por descendentes de povos do sudeste da Europa
(portugueses, espanhois e italianos) onde predomina o gendtipo 1, subtipo

1B e de descendentes de povos originarios da Africa, onde circula o genétipo
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3. Esse gendtipo é encontrado em populagdes do oeste da Africa. Uma
hipotese para a introducdo desse gendtipo em nosso meio é que tenha
ocorrido através do trafico de escravos provenientes em sua maioria de
Angola para o Brasil, principalmente no final do século XVI durante a
colonizagdo e no século XVIII com a descoberta do ouro. O gendtipo 1,
subtipo 1A, originario do norte da Europa (Alemanha, Hungria) também foi

encontrado, mas em menor numero.

No estudo de Kmieciak e colaboradores, realizado na Polbnia, o
gendtipo 1, subtipo 1A foi o mais encontrado, seguido dos subtipos 1B e
gendtipo 2. Nesse estudo o gendtipo 1, subtipo 1A e o gendtipo 2 foram os
mais prevalentes em mulheres e o gendtipo 2 o mais prevalente em homens
(Kmieciak et al., 2008).

Comparando com os dados obtidos na nossa casuistica, conseguimos
demonstrar que diferenciando quanto ao sexo, o gendtipo mais prevalente
entre os individuos masculinos € o gendétipo 3 e entre os individuos do sexo
feminino € o gendtipo 1, subtipo 1B. Contudo, esta diferengca nao foi

estatisticamente significante.

Os dois individuos de origem asiatica de nosso estudo excretaram o
gendtipo 3. Esse achado foi inesperado ja que, diversos estudos descrevem
a presencga dos gendtipos 2 e 7 em populacdes da Asia. Tendo em vista que
a transmissé&o do virus JC ocorre horizontalmente, dentro e fora do ambiente
familiar (Kitamura et al., 1994), a infeccéo pelo gendtipo 3 pode ter ocorrido
através de fontes externas. Uma possivel fonte de infecgdo é a agua. Fumian
e colaboradores encontraram o virus JC em 43% das amostras de esgoto
tratado na cidade do Rio de Janeiro e o gendtipo mais frequentemente

encontrado foi o 3, africano. (Fumian et al., 2010).

O poliomavirus humano BK foi encontrado em pelo menos uma das
amostras de urina de 64,78% dos voluntarios deste estudo. Esta taxa de
excreg¢ao € muito maior que a observada em outros estudos: 1% dos homens
e 2,5% das mulheres (Rodrigues et al., 2007), enquanto Polo e colaboradores

(2004) encontraram 8/51 (16%) de individuos positivos para o poliomavirus
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BK na Espanha (Polo et al., 2004).

Mais uma vez, a coleta de multiplas amostras de cada individuo pode
explicar esta discrepancia, ja que a excreg¢ao do BKV foi na quase totalidade
dos individuos estudados, esporadica. Dos 46 individuos excretores, 37
(80%) foram positivos em apenas 1 ou 2 coletas, 17% (8/46) foram positivos
em 2 ou mais coletas e apenas um individuo (3%) apresentou positividade
em 5 coletas. Nestas condicbes o numero de coletas torna-se crucial para a
avaliagdo da taxa de excretores do BKV em um determinado grupo
populacional. Contudo, ndo se pode excluir a interferéncia de outros fatores
para explicar esta discrepancia, como por exemplo a constituicdo genética da
populagdo estudada, a metodologia empregada, e o tamanho de amostra

analisado.

Alguns estudos apresentam resultados discrepantes em relagéo as
taxas de excrecdo em diferentes faixas etarias. Um estudo realizado por
Zhong e colaboradores, em 50 individuos divididos por faixa-etaria,
demonstraram que os individuos com idade mais avangada, em linhas gerais
acima dos 30 anos, excretam mais o poliomavirus BK do que os individuos

mais jovens. (Zhong et al., 2007).

Nao encontramos aumento nas taxas de excrecido associadas ao
aumento da faixa etaria. Nossos achados s&o corroborados por Rodrigues e
colaboradores que também ndo observaram diferenca estatisticamente
significante entre a prevaléncia de excregcdo nas diferentes faixas etarias
(Rodrigues et al., 2007).

Quanto aos gendtipos e subtipos do poliomavirus BK encontrados em
nosso estudo, observamos predominio absoluto do gendtipo 1, subtipo 1A
(63%), seguido pelo subtipo 1B e gendtipo 4 (16% e 10%, respectivamente).
Este resultado era o esperado, ja que o subtipo 1A é o de maior prevaléncia
no mundo. Além disso, este subtipo tem origem africana (Zheng 2007,
Krumbholz 2008, Luo 2008), e devido a alta miscigenagdo da populagao
brasileira era de se esperar uma alta circulagao deste subtipo entre nds pelo

mesmo motivo que levou o gendtipo 3 do poliomavirus JC ser o mais
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prevalente, ou seja, o trafico negreiro nos séculos XVI e XVIII proveniente da

Africa.

Outros estudos realizados em diferentes continentes também
demonstram a maior prevaléncia do gendtipo 1 seguido do gendtipo 4.
(Zheng et al., 2007; Krumbholz et al., 2008). Contudo, cada subtipo, em geral,
mostra uma afinidade com uma populacdo humana: 1A para os africanos,
1B-1 nas populagdes do sudeste asiatico, 1B-2 para os europeus, € 1C no

Nordeste asiatico.

Comparando os resultados obtidos nesses dois estudos com os
nossos achados, podemos observar que os gendtipos se mantem no Brasil,
mesmo em individuos imunocompetentes, visto que o gendtipo 1, foi o mais

prevalente, seguido do gendtipo 4.

O gendtipo 1, subtipo 1C do poliomavirus BK, ndo foi observado em

nenhuma amostra neste estudo.

Zalona e colaboradores em 2011 realizaram o unico estudo publicado
sobre gendtipos do poliomavirus humano BK no Brasil (Zalona et al., 2011).
Estudando individuos submetidos a transplante renal no Rio de Janeiro,
também encontrou-se predominio absoluto do genétipo 1 (96% de amostras

genotipadas) , sendo as 4% restantes classificadas como gendtipo 2.

Entretanto, observou-se importante discordancia de nosso estudo com
o de Zalona e colaboradores em relagdo aos subtipos do gendtipo 1, pois
enquanto no nosso estudo a prevaléncia do subtipo 1A foi de 63%, no estudo
de Zalona e colaboradores foi de 29%. Naquele estudo, houve predominio

absoluto do subtipo 1B, encontrado em 67% das amostras.

O significado desta discrepancia merece investigagdes futuras, que
tanto poderia ser devido a uma variagdo meramente geografica entre
populacdes de Sao Paulo e Rio de Janeiro, como poderia estar
eventualmente relacionada a uma maior capacidade de reativagcao deste

subtipo em condigdes de imunodepressao, como € o caso dos receptores de
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transplante renal.

Poucos sdo os estudos que contemplam informagdes sobre co-
infeccado dos poliomavirus JC e BK. Machado e colaboradores demonstraram
uma taxa de aproximadamente 10% de co-infectados em um grupo de 116

criangas e adolescentes soropositivos para o HIV (Machado et al., 2011).

Baksh e colaboradores, em um estudo com amostras de 19 individuos
submetidos a transplante renal, encontraram 7 (37%) individuos co-
infectados. Em nosso estudo pudemos observar uma alta taxa de co-infecgao
dos virus JC e BK (36,62%).

Esse alto numero de co-infectados pode ser associado a uma alta
exposi¢cao aos poliomavirus circulantes no meio ambiente como descrito por

Fumian e colaboradores (Fumian et al., 2010).

Quanto a avaliacdo do perfil de excre¢cao dos poliomavirus estudados,
existem pouquissimos trabalhos que fizeram esse tipo de estudo prospectivo,
coletando amostras sequenciais dos individuos estudados durante um longo

periodo.

Polo e colaboradores na Espanha coletaram amostras de 51
individuos adultos durante o estudo, porem o acompanhamento para verificar
o perfil de excrecao foi feito em somente 28 individuos (Polo et al., 2004). As
amostras foram obtidas no dia zero, 7, 14 e 30 dias a partir da entrada do
estudo, e depois no terceiro e quinto més, diferente do nosso que contemplou
uma amostra a cada 30 dias apos a entrada do individuo no estudo até

completar 6 coletas.

Uma vantagem do estudo comparado com o acima citado é o tamanho
da casuistica, que foi de 71 individuos contra 28 do estudo de Polo e

colaboradores.

Apesar dessas pequenas diferengas, ambos chegaram a mesma
conclusao quanto ao perfil de excrecdo do poliomavirus BK, havendo porem

pequena divergéncia quanto aos resultados obtidos para o poliomavirus JC.
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O virus JC, segundo Polo e colaboradores teria como caracteristica
excreg¢ao continua em 50% da populagao estudada. No o presente estudo,
embora a excregao continua tenha sido frequentemente observada (42% dos
individuos), a maioria dos individuos do estudo apresentou excrecao

esporadica (50% ) ou intermitente (8%).

Estudo mais recente, realizado em 17 individuos de origem italiana,
com 333 amostras coletadas durante um periodo de 3 meses, obtendo-se
aproximadamente 20 amostras por individuo (Rossi et al.,, 2007) também
encontrou que 50% dos individuos excretores do virus JC o fazem de forma
continua, apresentando positividade em varias coletas consecutivas,

divergindo, mais uma vez, dos nossos resultados.

Nao pudemos encontrar uma explicagao para esta diferenca no perfil
de excrecdo de nossa populacdo quanto comparada as populacbes da
Europa. Eventuais diferenga entre os gendtipos e subtipos nas diferentes
regides poderia interferir na dindmica de excrecdo, mas naqueles estudos

este aspecto nao foi contemplado.
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8) CONCLUSOES

Com os achados deste estudo, podemos concluir que:

1. A incidéncia dos poliomavirus JCV e BKV na populagao estudada
foi de 53,52% e 64,79% respectivamente, durante os seis meses de

acompanhamento.

2. Apos a analise filogenética, concluimos que os gendtipos mais
prevalentes do poliomavirus JC foram o gendtipo 1, subtipo 1B e 3, seguidos
dos subtipo 1A e gendtipo 4, a semelhanga do que se encontrou na Europa,

em outros estudos.

3. Com relagao ao poliomavirus BK, o gendtipo 1, subtipo 1A foi o mais
prevalente, seguido do gendtipo 4 e subtipo 1B, também seguindo os
padrées europeus. Contudo, foi observada importante discrepancia quanto
aos subtipos do gendtipo 1 em comparagao a um estudo brasileiro realizado

no Rio de Janeiro, em receptores de transplante renal.

4. O perfil de excrecdo do JCV mostrou-se continuo em 42% dos
casos. Contudo, a maioria dos individuos apresentou excreg¢ao esporadica ou

intermitente.

5. O perfil de excregcdo do BKV foi continua em somente 3% dos
individuos estudados, sendo esporadica em 80% dos casos e intermitente

em 17%.
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APROVACAO

A Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa -
CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da Universidade de Sdo Paulo, em sessdo de 11/05/2011, APROVOU o Protocolo
de Pesquisa n° 0032/11, infitulado: "PREVALENCIA, CARACTERIZACAO GENOTIPICA
E DETERMINAGAO DA DINAMICA DE EXCREGAO DO POLIOMAVIRUS HUMANO BK
EM AMOSTRAS DE URINA DE INDIVIDUOS SAUDAVEIS', apresentado pelo

Departamento de MEDICINA TROPICAL, inclusive o Termo de Consentimento Livre

e Esclarecido.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar & CAPPesq, os
relatérios parciais e final sobre a pesquisa (Resolugdo do Conselho Nacional de

Saude n°® 196, de 10/10/1996, inciso IX.2, lefra "c").

Pesquisador (a) Responsdvel: Claudio Sérgio Pannuti

Pesquisador (a) Executante: Paulo Roberto Palma Urbano

CAPPesq, 12 de Maio de 2011

PROF. DR. EUCLIDES AYRES DE CASTILHO
Coordenador
Comissdo de Efica para Andlise de
Projetos de Pesquisa - CAPPesq

Comisséo de Etica para Anélise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP da Diretoria Clinica do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo Rua Ovidio Pires de Campos, 225, 5°
andar - CEP 05403 010 - Sdo Paulo — SP Fone: 011 3069 6442 Fax: 011 3069 6492
e-mail: cappesq@hcnet.usp.br
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Anexo 3 — TCLE

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

MODELO DE TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL
1. INOIME: ettt E ettt R ettt en e

DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO: ...ooviiieeeeeeeeeeeeeeeeeeen sexo: MO fF O
DATA NASCIMENTO: ........ o Lo
ENDEREGCO ittt e e et NO e, APTO:

NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etc.)

DOCUMENTO DE IDENTIDADE :......ccoovvvvieeeeeeeeeeeeees SEXO: MmO rfO

DATA NASCIMENTO.: ....../vevcrd....

ENDEREGO: ..o eeeeeeeeee s eeesee e s eeeseees s ees e ee s ees s aeseeeeesee [N APTO: oo,
BAIRRO: .....oveeeeveeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeesseeesseesesseeeseeeseeseeseeeseesne CIDADE: ..o eeere e eeere e eeeee
CEP: oo TELEFONE: DDD (........... Yot eee e e e e e st ee s e ee e eenees

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA
Prevaléncia, caracterizagdo genotipica e determinacédo da dinamica de excregédo do
poliomavirus humano BK em amostras de urina de individuos saudaveis

2. PESQUISADOR : Prof. Dr. Claudio Sergio Pannuti.
CARGO/FUNCAO: Pesquisador INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° 15115

(CRM)
UNIDADE DO HCFMUSP: LIM 52 — Laboratorio de Virologia IMT-USP
3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
RISCO MINIMO O RISCO MEDIO O
RISCO BAIXO O RISCO MAIOR O

4. DURACAO DA PESQUISA : 2 anos
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

1 — Desenho do estudo e objetivo(s)

Vocé esta sendo convidado (a) para participar de um estudo que tem como
objetivo avaliar a presenga do virus BK no sangue e na urina de individuos saudaveis da
populacdo geral de Sao Paulo. Caso vocé aceite participar, serdo colhidas uma amostra de
sangue e seis amostras de sua urina (1 coleta mensal) para verificar se vocé tem este virus
no seu organismo. Este virus nao causa doengcas em pessoas saudaveis, mas pode provocar
doenca renal em pacientes submetidos a transplante de rim. O objetivo do estudo é conhecer
melhor como este virus se espalha na populagédo de pessoas saudaveis, e deste modo,

tentar encontrar formas de controlar melhor a disseminagéo do virus.

2 — Descricdo dos procedimentos que serao realizados, com seus propdsitos e
identificagdo dos que forem experimentais e nao rotineiros;

Na entrada do estudo, sera colhida uma unica amostra de sangue (um tubo de 5 mL,
equivalente a duas colheres de sopa) e uma amostra de urina (um frasco tipo xarope) que
serdo enviadas para o Laboratério de Virologia IMT/LIM52 — USP para a pesquisa do virus
BK. Em seguida, a cada més, durante seis meses, sera coletada uma amostra de urina.
Estes exames sao destinados exclusivamente para pesquisa, e ndo vao implicar em nenhum

tipo de tratamento ou outra intervencgao.

3 — Relagédo dos procedimentos rotineiros e como sao realizados
Sera feita a coleta de sangue da veia do brago, ou seja, apos a limpeza, a pele é
furada com a agulha até atingir a veia, empregando tubo de coleta a vacuo. Neste sistema o
sangue flui naturalmente para o tubo. Serdo coletados apenas 5 mL para o propdsito desta
pesquisa.
Em relagdo as amostras de urina, o proprio participante da pesquisa ira coletar

5mL em um frasco estéril fornecido pelo pesquisador nos dias das coletas .

4 - Autorizacdo para armazenamento e utilizagdo futura das suas amostras de urina e

sangue para novas pesquisas.

4.1 - Quais sao as razées para guardar suas amostras obtidas durante esta
pesquisa?

Toda pesquisa tem como objetivo buscar resposta para algum aspecto ainda nao
bem conhecido de determinadas doengas. Contudo, com a rapida evolugdo da medicina,
novos fatos e novas duvidas estdo sempre surgindo. As amostras clinicas obtidas durante
uma determinada pesquisa, se guardadas de forma segura e adequada, podem ser usadas
pelos investigadores para investigar estas novas questdes de forma rapida e eficiente,

dispensando novas coletas. Por exemplo, se esta pesquisa tem como finalidade descobrir se
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um grupo de individuos estd excretando o virus BK na urina ou sangue e, de repente é
descoberto um novo virus que pode também ser excretado na urina, os investigadores
podem, utilizando as amostras guardadas daqueles individuos, pesquisar este novo virus

sem necessidade de convocar novamente voluntarios para a nova pesquisa

4.2 - O que envolve autorizar o armazenamento de amostras clinicas para uso
futuro?

Como parte deste projeto de pesquisa vocé devera colher amostras de sangue e
urina para saber se vai ter ou ndo infecgao pelo poliomavirus BK. Estas amostras, depois de

colhidas e examinadas no laboratério, serdo armazenadas em vez de serem desprezadas.

4.3 - O que acontecera com as suas amostras?

Suas amostras irdo para o Repositério de Amostras do Laboratério de Virologia do
Instituto de Medicina Tropical de Sao Paulo da Universidade de Sao Paulo (LIM HC-FMUSP)
e serdo armazenadas de forma segura e adequada, sob responsabilidade do Prof. Dr.
Claudio Sérgio Pannuti, responsavel pelo Laboratério de Virologia. Estas amostras ficarao
disponiveis para pesquisas futuras que poderao incluir avaliagdes laboratoriais extras na sua
amostra, juntamente com informagdes clinicas obtidas durante a pesquisa original durante a
qual foram coletadas estas amostras. Pode ser que estas amostras sejam utilizadas somente
daqui a muitos anos, mas elas podem ajudar muitos pacientes no futuro. Qualquer projeto de
pesquisa a ser realizada no futuro utilizando suas amostras devera ser submetido a
Comissdo de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo, que ira avaliar se o estudo proposto justifica esta utilizagao.
Antes de utilizar estas amostras, vocé sera contatado para dar uma autorizagao especifica
para a nova pesquisa que esta sendo proposta.

A autorizagdo para guardar suas amostras no Repositério de Amostras Clinicas do
Laboratério de Virologia do HC-FMUSP ¢é inteiramente de sua escolha. Vocé pode decidir
ndo autorizar o armazenamento de suas amostras. Mesmo que vocé decida fornecer as
amostras, vocé pode retirar sua permissao a qualquer momento, por qualquer razdo. Se vocé
decidir retirar sua permissdo suas amostras serdo destruidas. No entanto, a informagéo ja
obtida de suas amostras até a sua retirada ser4 utilizada.

Se vocé nio der permissao para a utilizagdo futura de suas amostras, isto ndo
afetara de nenhuma forma sua participagao no presente estudo ou seu cuidado médico atual.

Seu médico pode retirar sua autorizagao para o Projeto de Repositério de Amostras

Clinicas por qualquer razdo, como por exemplo, se for dificil coletar seu sangue.

5 — Descrigdo dos desconfortos e riscos esperados nos procedimentos dos itens 2 e 3;
Nao se espera risco em relagao aos procedimentos desta pesquisa, mas pode haver
algum pequeno desconforto causado pela picada da agulha no antebraco na coleta de

sangue, podendo aparecer uma pequena mancha roxa no local da picada, que ira
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desaparecer sozinha.

6 — Beneficios para o participante
Nao ha beneficio direto para o participante. Contudo, este estudo pode ajudar os
meédicos a compreender melhor a circulagao do virus BK na populagdo saudavel, o que pode

ajudar a controlar sua disseminag&o em centros de transplante de rim.

7 — Relagédo de procedimentos alternativos que possam ser vantajosos, pelos quais o
paciente pode optar;

Nao se aplica.

8 — Garantia de acesso

Em qualquer etapa do estudo, o Sr. (a) tera acesso aos profissionais responsaveis
pela pesquisa para esclarecimento de suas duvidas. O investigador principal é o Prof. Dr.
Claudio Sérgio Pannuti que pode ser encontrado no Laboratério de Virologia do Instituto de
Medicina Tropical da Universidade de S&o Paulo na Rua Dr. Enéas de Carvalho Aguiar 470,
2° andar, CEP 05403-000 Telefone(s) 11 3061 7012 ou 3061 7020, ramal 104 e-mail
cpannuti@usp.br, ou ainda com o aluno Paulo Roberto Palma Urbano, no mesmo enderego
e telefone, e-mail purbano@usp.br. Se o sr. (a) tiver alguma consideracdo ou duvida sobre a
ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio
Pires de Campos, 225 — 5° andar — tel: 3069-6442 ramais 16, 17, 18 ou 20, FAX: 3069-6442

ramal 26 — e-mail: cappesg@hcnet.usp.br

9 — E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar
de participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na
Instituicao;

Vocé pode, a qualquer momento, retirar-se da pesquisa, sem que haja qualquer

prejuizo para seu acesso e atendimento na Instituicéo.

10 — Direito de confidencialidade

As informagdes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros pacientes, nao
sendo divulgada a identificagdo de nenhum paciente;
11 - Direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas,
quando em estudos abertos, ou de resultados que sejam do conhecimento dos
pesquisadores;

Embora o resultado da pesquisa do virus BK em suas amostras néo tenham valor
clinico, vocé pode, caso queira, saber o resultado dos exames através dos pesquisadores
responsaveis.

12 — Despesas e compensagodes: ndo ha despesas pessoais para o participante em

qualquer fase do estudo.
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Nao ha compensacéao financeira relacionada a sua participagdo. Se existir qualquer
despesa adicional, ela sera absorvida pelo orcamento da pesquisa.
13 - Os pesquisadores se comprometem a utilizar os dados e o material coletado

somente para esta pesquisa.

14 - “Acredito ter sido suficientemente esclarecido a respeito das informagdes que li ou que
foram lidas para mim, descrevendo o estudo”. Prevaléncia, caracterizagdo genotipica e
determinacao da dindmica de excreg¢do do poliomavirus humano BK em amostras de urina
de individuos saudaveis.

Ficaram claros para mim quais sdo os propodsitos do estudo, os procedimentos a
serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de

esclarecimentos permanentes.

Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Ficou

claro também que minha participagao é isenta de remuneragdo. Concordo voluntariamente
em participar deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes

ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo.

Assinatura da testemunha | Data / /

para
casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste

paciente ou representante legal para a participagéo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /



